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I. Einleitung 
 
Eine normale intrauterine Entwicklung setzt eine adäquate Sauerstoffversorgung des Feten 
voraus. Bei der Adaptation der uteroplazentaren und der fetoplazentaren Gefäße an die 
steigenden Bedürfnisse des Kindes spielt die Angiogenese, die Ausbildung neuer Gefäße aus 
bereits bestehenden Gefäßen, eine entscheidende Rolle. Störungen der Angiogenese sind mit 
intrauteriner Wachstumsretardierung und Präeklampsie assoziiert, die unter anderem für die 
deutlich erhöhte perinatale Morbidität und Mortalität verantwortlich sind. Als intrauterin 
wachstumsretardiert gelten Feten, die ihr genetisches Wachstumspotential in utero nicht voll 
ausschöpfen können 47. Dabei stellt dieses eine ätiologisch heterogene Anomalie der 
intrauterinen Entwicklung dar. Die Präeklampsie zählt zu den Hypertensiven 
Schwangerschaftserkrankungen (HES), einem schwangerschaftsspezifischen Symptomen-
komplex, dessen zentrales Merkmal die arterielle Hypertonie darstellt und 5 - 7 % aller 
Schwangerschaften kompliziert 32, 115. 
 
Durch Störungen der Angiogenese kann sowohl die Oxygenierung der Plazenta als auch die 
Sauerstoffextraktion durch die fetoplazentare Zirkulation beeinträchtigt sein. Ein 
Ungleichgewicht dieser beiden Parameter kann somit zu einer fetalen Hypoxie führen, die 
nach Kingdom und Kaufmann (1997) in eine präplazentare, eine uteroplazentare und eine 
postplazentare Hypoxie unterteilt werden kann 73.  
 
Ein wichtiger Parameter für die Erfassung einer IUGR ist die Dopplersonographie der A. 
umbilicalis. Nach ihrem Ergebnis können zwei Gruppen unterschieden werden 72.  
 
a)  Bei einer IUGR mit positivem enddiastolischen Fluss im Doppler der A. umbilicalis 
(PED) findet man in der Regel eine reduzierte mütterliche Durchblutung der Plazenta mit 
konsekutiver niedriger intraplazentarer Sauerstoffkonzentration (uteroplazentare 
Hypoxie). Um die intraplazentare Hypoxie zu kompensieren, führt die „branching 
angiogenesis“ zur gesteigerten Vaskularisierung der plazentaren Zotten und somit zu 
einem erhaltenen positiven Fluss in der A. umbilicalis.  
 
b)  Dagegen kommt es bei der IUGR mit negativem oder rückwärtsgerichtetem 
enddiastolischen Fluss (ARED) im Doppler der A. umbilicalis durch die reduzierte 
Sauerstoffextraktion aus dem intervillösen Raum zu einem hyperoxischen Milieu in der 
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Plazenta bei gleichzeitiger dramatischer Unterversorgung des Feten (postplazentare 
Hypoxie). IUGR mit ARED-Flow stellen daher ein perinatales Hochrisikokollektiv dar, 
bei dem die Mortalität und Morbidität beträchtlich erhöht ist. Die fetoplazentaren Gefäße 
verbleiben aus bisher noch nicht geklärten Gründen in einem undifferenzierten Zustand. 
Die „non-branching angiogenesis“ mit erhöhtem fetoplazentaren Gefäßwiderstand und 
dem resultierenden ARED-Flow dominiert das Geschehen.  
 
Dieser angiogenetische Prozess wird im allgemeinen durch Wachstumsfaktoren wie den 
Placenta Growth Factor (PlGF), den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) oder den 
Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) kontrolliert 72. Insbesondere scheint die Interaktion 
von PlGF mit seinem Rezeptor FLT1 für die „non-branching angiogenesis“ verantwortlich 
zu sein 14, 71, da PlGF die Entstehung von Kapillarverzweigungen unterdrückt.  
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, Mutationen der beiden Gene PlGF und FLT1 zu 
identifizieren, die der Dominanz der „non-branching angiogenesis“ bei IUGR und ARED-
Flow zu Grunde liegen können. Im Rahmen unseres Forschungsprojektes wurde in unserem 
Labor ebenso auch der VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) untersucht. Die 
Identifikation von pathogenen Mutationen könnte dazu beitragen, eine kausale Ursache der 
pathologischen fetoplazentaren Angiogenese zu entdecken und die Pathogenese mit den damit 
zusammenhängenden negativen Auswirkungen auf die Schwangerschaft besser zu verstehen.  
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II. Theoretische Grundlagen 
 
1. Anatomie der Plazenta 
 
1.1 Entwicklung des Zottenbaumes der Plazenta  
 
Die maternofetale Austauschfläche der menschlichen Plazenta wird von den Plazentazotten 
gebildet. Zu Beginn des 1. Trimenons findet die menschliche Embryogenese zunächst in einer 
hypoxischen Umgebung statt. Zwischen der maternalen Dezidua und der villösen Plazenta 
herrscht somit ein Sauerstoffdruckgradient 40, 119. Durch fortschreitendes Eindringen von 
Synzytiotrophoblast ins Endometrium werden mütterliche Kapillaren des venösen und 
arteriellen Schenkels arrodiert und Blut gelangt ins lakunäre Netzwerk. Es kommt durch das 
entstehende Druckgefälle zu einem plazentaren Blutfluss und damit zur hämatotrophen 
Ernährung 32. Durch Aussprossen von Zytotrophoblastzellen in die Trabekeln des Synzytiums 
entstehen Primärzotten, die sich durch Eindringen von Mesodermzellen über Sekundärzotten 
und anschließender Vaskularisierung zu Tertiärzotten entwickeln 32. 
 
Die plazentare Barriere zum maternalen Blut wird zwischen der 8. und 12. SSW infolge der 
weiteren Trophoblasteninvasion schrittweise durchbrochen, wodurch die plazentare 
Sauerstoffsättigung allmählich ansteigt 119. Es schließt sich bis zur 24. SSW eine Phase der 
„branching angiogenesis“ an, die sich histologisch in einer Umwandlung der Tertiärzotten in 
unreife Intermediärzotten zeigt. Diese sind durch eine hohe Kapillardichte mit vermehrten 
Verzweigungen gekennzeichnet und bilden auch später in der reifen Plazenta die 
Wachstumszone des Zottenbaumes 65. 
 
Aus den unreifen Intermediärzotten entstehen durch Umwandlung der zentralen Gefäße in 
Stammarterien bzw. -venen und einer parallelen Rückbildung der peripheren Kapillaren die 
Stammzotten. Ab der 24. SSW gehen aus den unreifen Intermediärzotten die reifen 
Intermediärzotten hervor. Diese Phase der plazentaren Gefäßentwicklung ist gekennzeichnet 
durch „non-branching angiogenesis“. Indem das Längenwachstum der Kapillaren das der 
Zotten überschreitet, entstehen aus den reifen Intermediärzotten die Endzotten 65. Sinusartig 
erweiterte Kapillaren in den Endzotten sind das charakteristische Zeichen der plazentaren 
Reife 61. 
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Abb. 1. Schema der Histologie der Plazenta aus: Schiebler TH, Kaufmann P (1981) Die Plazenta 
des Menschen, Becker V, Schiebler TH, Kubli F, Thieme, Stuttgart New York  
 
1.2 Maternofetale Gefäßversorgung 
 
An der Uterusseitenkante entspringen aus den Aa. uterinae, die mit den Aa. ovaricae 
anastomosieren, ca. 8 Arkadenarterien (Aa. arcuatae), die ein Gefäßnetz im äußeren 
Myometrium der Gebärmutter bilden. Die aus dem Netzwerk hervorgehenden Radialarterien 
(Aa. radiales) durchqueren das Myometrium radiär und teilen sich in die Basalarterien (Aa. 
basales), die zum basalen Endometrium ziehen, und die Spiralarterien (Aa. spirales), die 
senkrecht vom Myometrium ins Endometrium bzw. in die deziduale Basalplatte übertreten 134. 
Durch invasives Eindringen von Trophoblastzellen kommt es bei physiologischem Ablauf der 
Plazentation zu einer zunehmenden Dilatation der Aa. spirales. Dabei findet die 
Gefäßdilatation im 1. Trimenon in den dezidualen, im 2. Trimenon auch in den endometrialen 
und myometrialen Segmenten der Spiralarterien statt. Das Endothel der Aa. spirales wird 
dabei mit Trophoblasten ausgekleidet, gleichsam wird die muskuloelastische Media abgebaut 
und durch das die Trophoblasten umgebene Fibrinoid ersetzt. Diese Veränderungen führen zu 
einem Wegfall der maternalen vasomotorischen Kontrolle 61. Eine Beeinträchtigung der 
Trophoblasteninvasion ist mit einer IUGR und Preeklampsie assoziiert 16. 
 
1.3 Fetoplazentare Gefäßversorgung 
 
Embryo und Plazenta sind über die Nabelschnur verbunden. Sie enthält zwei 
Umbilikalarterien, die aus den fetalen Aa. iliacae entspringen und das sauerstoffarme Blut 
vom Feten zur Plazenta führen, sowie eine Umbilikalvene, die das mit Sauerstoff 
angereicherte Blut zurück zum Kind führt 146. In den baumartig verzweigten Plazentazotten 
setzen sich die fetoplazentaren Gefäße fort. Das Aussprossen der Kapillaren mit „branching 
angiogenesis“ und „non-branching angiogenesis“ ist wichtig für den fetoplazentaren 
Gefäßwiderstand. Dies wird durch Wachstumsfaktoren wie bFGF, VEGF und PlGF 
kontrolliert, die von sauerstoffbenachteiligtem villösen Gewebe freigesetzt werden 73. 
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2. Intrauterine Wachstumsretardierung 
 
2.1 Definition und Klassifikation 
 
Der Begriff intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR) definiert Feten, die ihr genetisches 
Wachstumspotential in utero nicht voll ausschöpfen können 47. Bei den IUGR-Feten handelt 
es sich um eine Untergruppe von Kindern, die zu den SGA-Feten (small-for-gestational-age) 
gehören. Die Diagnose basiert auf der Kenntnis des exakten Gestationsalters. Prä- und 
postnatal wird als Grenzwert jeweils die 10. Perzentile des sonographisch geschätzten fetalen 
Gewichtes bzw. des Geburtsgewichtes herangezogen 124. 
 
Erst durch Zusatzuntersuchungen (z.B. Dopplersonographie) kann geklärt werden, ob es sich 
bei den SGA-Feten um ein genetisch kleines aber gesundes Kind, eine fetale IUGR oder einen 
erkrankten SGA-Fetus infolge einer Chromosomenanomalie oder einer Infektion handelt 132. 
Etwa die Hälfte aller SGA-Feten sind konstitutionell zu klein, schöpfen aber ihr 
Wachstumspotential voll aus 43. 
 
Aufgrund von unterschiedlichem Wachstumsverhalten können sonographisch zwei Formen 
der Retardierung differenziert werden. Diese werden als symmetrische bzw. asymmetrische 
Wachstumsretardierung bezeichnet und spiegeln eher den Zeitpunkt des Beginns als die 
unterschiedlichen Ursachen der Wachstumsretardierung wider 124. Die symmetrische, 
proportionierte oder hypoplastische Wachstumsretardierung macht etwa 20-30% der 
Retardierungen aus, beginnt häufig frühzeitig im 2. Trimenon und betrifft in erster Linie die 
Zellzahl. Die mit 70-80% weitaus häufigere asymmetrische, disproportionierte oder 
hypotrophe Wachstumsretardierung beginnt nach initial normalem Wachstum in der Regel im 
späten 2. oder 3. Trimenon. Sie betrifft hauptsächlich die Zellgröße und dabei vor allem die 
Körperregionen, die erst zu diesem Zeitpunkt ihr Hauptwachstum zeigen. So sind der Kopf 
und die Extremitäten meist zeitgerecht entwickelt, während es zum Wachstumsrückstand des 
Rumpfes kommt 32, 153. 
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2.2 Ätiologie der IUGR 
 
Die intrauterine Wachstumsretardierung stellt eine ätiologisch heterogene Anomalie der 
intrauterinen Entwicklung dar. IUGR-Schwangerschaften sind durch eine unzureichende 
Trophoblasteninvasion in die Dezidua und das Myometrium charakterisiert. Vaskuläre 
Veränderungen bleiben nur auf deziduale Segmente der uteroplazantaren Gefäße beschränkt, 
wodurch die myometrialen Segmente der Spiralarterien ihre muskuloelastische Architektur 
beibehalten. Es kommt nicht zu dem in Kapitel I.1.2 beschriebenen Wegfall der maternalen 
vasomotorischen Kontrolle und somit zu einer unvollständigen Lumenerweiterung der 
Spiralarterien mit konsekutiver Beeinträchtigung der uteroplazentaren Durchblutung 16. 
 
Zahlreiche Ursachen sind bekannt, die einer IUGR zugrunde liegen können, wobei sowohl 
genetische Komponenten als auch Umweltbedingungen eine Rolle spielen. So muss im 
Rahmen der Abklärung einer IUGR immer eine chromosomal bedingte Anomalie 
ausgeschlossen werden, insbesondere bei sich früh in der Schwangerschaft manifestierender 
Wachstumsrestriktion. Der Anteil an chromosomalen Störungen ist bei dieser höher, vor 
allem wenn sich noch dazu weitere assoziierte Fehlbildungen nachweisen lassen 130. 
 
Auf die Plazenta beschränkte Chromosomenaberrationen oder Chromosomenmosaike können 
ebenso morphologische und funktionelle Plazentaveränderungen hervorrufen und somit zu 
einer IUGR des Feten führen 79. Leff et al. (1992) konnten zeigen, dass Mütter, die selber aus 
einer Schwangerschaft mit IUGR hervorgingen, häufiger Feten mit IUGR hervorbringen als 
Mütter, die selber ein durch Frühgeburtlichkeit bedingtes niedriges Geburtsgewicht hatten 78. 
Ebenso konnten viele Studien nachweisen, dass Frauen häufiger wachstumsretardierte Kinder 
zur Welt bringen, wenn ihre Schwestern zuvor auch wachstumsretardierte Kinder hatten 91. 
An einer Gruppe von Familien konnten Ghezzi et al. (2003) anhand von Stammbaumanalysen 
bei IUGR ungeklärter Ätiologie zeigen, dass eine vertikale Übertragung der IUGR stattfindet, 
was sie durch eine dominante Übertragung mit inkompletter Penetranz erklärten. Weiterhin 
fanden sie bei einer weiteren Gruppe von Familien eine horizontale Häufung der IUGR, die 
durch eine rezessive Vererbung erklärt werden kann 46. 
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Neben den bereits erwähnten genetischen Ursachen einer IUGR sind natürlich die exogenen 
Faktoren nicht zu vernachlässigen. Dazu gehören einerseits die Belastung der 
Schwangerschaft durch einen Missbrauch von Alkohol, Nikotin und Medikamenten auf Seiten 
der Mutter als auch andererseits infektionsbedingte Ursachen wie eine Zytomegalie- oder eine 
Rötelinfektion, die ebenso fakultativ mit Begleitanomalien einhergehen können. Zu den 
häufigen Ursachen einer IUGR zählen Erkrankungen der Mutter, die zu einer 
uteroplazentaren Dysfunktion führen. Dazu gehören vor allem die hypertensiven 
Schwangerschaftserkrankungen, die chronische Hypertonie sowie der Diabetes mellitus 109, 
154. 
 
Die bisher bekannten Ursachen und Risikofaktoren einer IUGR können somit in fetalen, 
maternalen und plazentaren Ursprung unterteilt werden 109. Dennoch lässt sich in ca. 40% der 
Fälle die Ätiologie nicht eindeutig klären. Welchen Anteil davon paternale Einflüsse 
einnehmen, kann nocht nicht eingeschätzt werden.  
 
Fetal Maternal Plazentar 
Fehlbildung Hypoxie, Anämie Plazenta praevia  
Infektion (TORCH) Präeklampsie, Hypertonie Multiple Infarkte  
Chromosomenanomalien Diabetes mellitus Mehrlingsschwangerschaft 
Stoffwechselerkrankungen Drogenabusus, Medikamente 
Alkohol, Nikotin 
Umweltfaktoren 
 
 
 
2.3 Klinischer Verlauf und Überwachungsmöglichkeiten 
 
Die intrauterine Wachstumsretardierung geht mit einem deutlich erhöhten Morbiditäts- und 
Mortalitätsrisiko einher. Die Prognose hängt dabei sowohl von der Schwere als auch von dem 
Zeitpunkt des Beginns der Wachstumsretardierung ab. Die früher einsetzende symmetrische 
Wachstumsretardierung ist häufiger mit chromosomalen Aberrationen assoziiert. 
Charakteristisch ist im Ultraschallbild eine Wachstumsretardierung mit normaler 
Fruchtwassermenge und eventuell zusätzlichen Organfehlbildungen sowie unauffälligen 
Dopplerparametern 130. Die asymmetrische Wachstumsretardierung, der meist eine 
uteroplazentare Insuffizienz zugrunde liegt, ist dagegen durch ein Oligohydramnion sowie 
verminderte fetale Körper- und Atembewegungen gekennzeichnet. 
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Mit biophysikalischen Methoden kann man den Zustand des Feten überwachen, eine wichtige 
Voraussetzung zur Bestimmung des idealen Entbindungszeitpunktes. Die Dopplersonographie 
kann die chronische O2-Versorgung des Feten erfassen und eignet sich eher für die mittel- und 
langfristige Überwachung der fetalen IUGR. Dagegen dient das CTG zusammen mit dem 
„Biophysikalischen Profil (BPP)“, bestehend aus der Bestimmung von Atem- und 
Kindsbewegungen, des Muskeltonus, des Non-Stress-Tests und der Fruchtwassermenge, 
zusätzlich der Diagnose akut eintretender Hypoxien 30. Die Kombination von 
Dopplersonographie, CTG und BPP ist insbesondere bei der Überwachung der fetalen IUGR 
in der 26. bis 32. SSW unverzichtbar. 
 
Frühgeborene mit IUGR können eine Reihe von akuten und chronischen Erkrankungen 
entwickeln. Zur Kurzzeitmorbidität zählen unter anderem die prä- und intrapartale Hypoxie, 
das Atemnotsyndrom (RDS, Respiratory Distress Syndrome), die bronchopulmonale 
Dysplasie, peri- und intraventrikuläre Hirnblutungen, die periventrikuläre Lekomalazie, und 
die nekrotisierende Enterokolitis 48, 75. Die Langzeitmorbidität betrifft vor allem die 
neurologische und intellektuelle Entwicklung, wobei zum Teil noch kontroverse Daten 
vorliegen. Während viele Studien für hypotrophe Frühgeborene eine beeinträchtigte 
intellektuelle Entwicklung postulieren 57, 74, 90, konnten einige Studien keine signifikanten 
Unterschiede nachweisen 123. Zahlreiche epidemiologische Studien wiesen auch auf das bei 
niedrigem Geburtsgewicht erhöhte Risiko für die Entwicklung kardiovaskulärer 
Erkrankungen, einer pathologischen Glukosetoleranz und eines gestörten Lipidmetabolismus 
bereits im jungen Erwachsenenalter hin. Dies kann als Folge einer fetalen Adaptation an die 
intrauterine Mangelernährung gedeutet werden und wird als „fetal programming of chronic 
disease“ bezeichnet 6.  
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3. Hypertensive Schwangerschaftserkrankungen 
 
3.1 Definition und Klassifikation 
 
Als „Hypertensive Schwangerschaftserkrankungen (HES)“ wird ein schwangerschafts-
spezifischer Symptomenkomplex bezeichnet, dessen zentrales Merkmal die arterielle 
Hypertonie darstellt und 5 - 7 % aller Schwangerschaften kompliziert 32, 115. Mit einem Anteil 
von 12-22% stehen HES an erster bis zweiter Stelle der Häufigkeit mütterlicher 
Todesursachen, wobei sich die Letalität in Deutschland in den letzten 15 Jahren nur 
geringfügig verändert hat 151. Darüber hinaus sind HES mit einem Anteil von 20-25% eine der 
häufigsten Ursachen der Frühgeburtlichkeit und perinatalen Mortalität 157. 
 
Aufgrund der bis heute noch nicht restlos geklärten Pathogenese dieses komplexen Prozesses 
konnte bisher keine einheitliche Klassifikation der HES erreicht werden. Die 
Klassifikationsempfehlungen des Committee of Terminology of American College of 
Obstetricians and Gynecologists (ACOG), die sich an der Pathogenese orientiert, war in der 
Vergangenheit weit verbreitet. Eine weitere, sich an den klinischen Merkmalen der HES 
orientierende Klassifikation wurde 1986 von der ISSHP (International Society for the Study 
of Hypertension in Pregnancy) eingeführt, die von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 
und der Fédération International de Gynécologie et d´Obstétrique (FIGO) akzeptiert worden 
ist. In der vorliegenden Arbeit erfolgt die verwendete Einteilung der HES nach der 
Empfehlung der AG Schwangerschaftshochdruck/Gestose der Deutschen Gesellschaft für 
Gynäkologie und Geburtshilfe e.V. (DGGG 1999) in Anlehnung an die Klassifikation der 
ISSHP.  
 
Zu den Hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen zählen die Gestationshypertonie, die 
Präeklampsie, die Chronische Hypertonie und die Pfropfgestose. Das HELLP-Syndrom und 
die Eklampsie werden als schwere Verlaufsformen der Präeklampsie klassifiziert.  
 
Eine Schwangerschaftshypertonie liegt vor, wenn bei einer zuvor normotensiven, nicht 
proteinurischen Patientin der systolische Blutdruck ≥ 140 mmHg und/oder der diastolische 
Blutdruck ≥ 110 mmHg bei einmaliger Messung oder ≥ 90 mmHg bei zweimaliger Messung 
im Abstand von 4-6 Stunden beträgt. Als signifikante Proteinurie gilt eine 
Eiweißausscheidung ≥ 0,3 g/l im 24-Stunden-Sammelurin 
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Klassifizierung der hypertensiven Erkrankungen in der Schwangerschaft/ 
Empfehlungen der AG Schwangerschaftshochdruck / Gestose der DGGG (1999) 
 
• Gestationshypertonie 
 
Hypertonie ohne Proteinurie, 
wobei der erhöhte Blutdruck weder vor der 20. SSW 
besteht noch länger als 12 Wochen nach der Geburt 
anhält 
• Präeklampsie  Hypertonie und Proteinurie  
mit oder ohne Ödeme 
Schwere Verlaufsformen 
Eklampsie 
 
HELLP-Syndrom 
 
Zusätzlich tonisch-klonische Krampfanfälle . 
 
(H)  hemolysis   Hämolyse 
(EL)  elevated liver erhöhte 
 enzymes   Leberenzyme 
(LP)  low platelets erniedrigte 
  Thrombozytenzahl 
• Chronische Hypertonie Hypertonie vor Eintritt der Schwangerschaft, 
zumindest vor der 20. SSW oder Fortbestehen der 
Hypertonie über 6 Wochen postpartal hinaus. 
• Pfropfgestose Auftreten von charakteristischen Gestose-symptomen, 
meistens einer „neu auftretenden“ Proteinurie oder 
einem plötzlichen Anstieg von Blutdruck und 
Eiweißausscheidung im Urin bei Schwangeren mit 
chronischer Hypertonie. 
 
 
Hinweise, die auf eine mögliche hypertensive Komplikation in der Schwangerschaft deuten, 
sind das Ausbleiben 51: 
• des diastolischen Blutdruckabfalls im 2. Trimenon  
• der Absenkung des mittleren arteriellen Druckes im 2. Trimenon  
• des Hämoglobin- und Hämatokritabfalles im 2. Trimenon  
(normalerweise kommt es durch die relativ stärkere Plasmavolumenzunahme zu einer 
Abnahme des Hämoglobins um 1-2g/dl bzw. des Hämatokrits um 2-4 %) 
 
Die Gestationshypertonie wird durch einen nach der 20. SSW erstmals auftretenden erhöhten 
Blutdruck definiert, der nicht länger als 12 Wochen nach der Geburt anhält. 
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Das Auftreten einer Gestationshypertonie mit zusätzlicher Proteinurie wird als Präeklampsie 
(syn. Gestose, proteinurische Gestationshypertonie) bezeichnet. Die Höhe des Blutdruckes 
sowie das Ausmaß an Proteinurie korreliert dabei eng mit der Häufigkeit maternaler 
Komplikationen und der perinatalen Mortalität, während dem Auftreten von Ödemen allein 
keine prognostische Wertigkeit zukommen soll 113. Weitere Symptome können 
Kopfschmerzen, Sehstörungen, Oberbauchbeschwerden und Hämokonzentration sein. 
Obwohl die Hypertonie ein Kennzeichen für die Präeklampsie ist, ist sie weder Auslöser noch 
ein Frühzeichen dieser Erkrankung 32. 
 
Das HELLP-Syndrom ist eine spezielle und schwerwiegende Verlaufsform einer 
Präeklampsie mit der Trias hemolysis, elevated liver enzymes und low platelets 147. Seit 
Einführung des Begriffes von Weinstein 1982 findet sich eine relative Zunahme des 
Syndroms auf 0,17-0,85 % aller Lebendgeburten. Dabei können rechtsseitige 
Oberbauchschmerzen als klinisches Leitsymptom in 20-40% der Fälle der laborchemischen 
Manifestation der Erkrankung um Tage vorausgehen. Die Mehrzahl der Patientinnen mit 
HELLP-Syndrom weist gleichzeitig klinische Zeichen einer mäßigen bis schweren 
Präeklampsie auf, jedoch lässt sich in 20% der Fälle kein erhöhter Blutdruck, in 5-15% keine 
Proteinurie und in 15% weder ein erhöhter Blutdruck noch eine Proteinurie nachweisen 114, 
129. Im Median tritt das HELLP-Syndrom in der 34. SSW auf, allerdings kann es auch noch 
bis zu sechs Tagen nach der Geburt auftreten 110. Zu den lebensgefährlichen Komplikationen 
für Mutter bzw. Kind gehören das akute Nieren- und Lungenversagen, die intrazerebrale 
Blutung, die Ruptur eines subkapsulären Leberhämatoms bzw. die vorzeitige Plazentalösung 
und die disseminierte intravasale Gerinnung 34, 51.  
 
Als Eklampsie bezeichnet man das Auftreten von Krampfanfällen oder Koma bei 
Schwangerschaften mit Präeklampsie 32. Dank einer verbesserten Schwangerschaftsvorsorge 
ist die Häufigkeit inzwischen auf 0,03-0,1% gesunken 110. Die typischerweise 60 Sekunden 
dauernden tonisch-klonischen Anfälle beginnen an den Extremitäten und breiten sich auf den 
Stamm aus. Sie ähneln einem Status Epilepticus, treten in 50 % der Fälle antepartal auf, die 
anderen 50 % intra- oder postpartal in den ersten drei Wochenbetttagen 32. Allerdings können 
bei Auftreten einer Eklampsie prodromale Symptome wie eine Hypertonie oder eine 
Proteinurie auch fehlen 111, 112. Dabei kann das HELLP- Syndrom in 10 bis 15 % der Fälle 
gemeinsam mit einer Eklampsie auftreten 110. 
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3.2 Ätiologie 
 
Zur Zeit werden verschiedene Hypothesen über die Pathogenese der Hypertensiven 
Schwangerschaftserkrankungen diskutiert, jedoch ist es nach wie vor noch nicht gelungen, 
diese zu klären. Die von Brosens et al. (1972) beschriebene Theorie der inadäquaten 
Umwandlung myometrialer Segmente der Spiralarterien in uteroplazentare Arterien durch 
unzureichende Invasion des Zytotrophoblasten gilt auch heute noch als allgemein akzeptiertes 
Grundprinzip der Präeklampsie 17. Postuliert wird einerseits eine verminderte invasive Potenz 
extravillöser Trophoblastzellen und andererseits eine überschießende maternale 
Immunabwehr mit Zerstörung dieser Trophoblastzellen 114. Durch die inadäquat dilatierten 
Spiralarterien kommt es bei der Entwicklung des Feten zu einer zunehmenden Störung der 
plazentaren Versorgung, was sich auf das fetale Wachstum und die Sauerstoffversorgung 
negativ auswirkt 69. Im weiteren Verlauf kommt es durch Aggregation von Thrombozyten, 
Fibrin und fettgefüllten Makrophagen zur Obstruktion der Spiralarterien. Das akute Auftreten 
von fibrinoiden Nekrosen mit perivaskulärer Lymphozyteninfiltration und Lipidanreicherung 
in den Gefäßwänden wird als akute Atherose bezeichnet 68.  
 
Eine kausal-pathogenetische Verknüpfung zwischen der lokal ablaufenden inadäquaten 
Trophoblastinvasion und der generalisierten Endotheldysfunktion, als Grundlage der 
klinischen Symptome der Präeklampsie, ist bislang nicht eindeutig belegt. Es wird vermutet, 
dass oxidativer Stress, ein Übergewicht an oxidierenden Substanzen wie Superoxidanionen, 
Hydroxylionen und anderen Sauerstoffradikalen, das Bindeglied zwischen der plazentaren 
Minderperfusion und dem maternalen Syndrom ist 31. Die freigesetzten Sauerstoffradikale 
können dabei die endotheliale Prostazyklinsynthese hemmen, Stickstoffmonoxid (NO) 
inaktivieren, eine gesteigerte Endothelin- (ET-) freisetzung induzieren und die mehrfach 
ungesättigten Fettsäuren der Endothelzellmembran und der Lipoproteine oxidieren 157. Es 
wurden mehrere Theorien aufgestellt, um die Übertragung von oxidativem Stress aus dem 
intervillösen Raum auf die systemische Zirkulation zu erklären. Einerseits könnten im 
intervillösen Raum aktivierte neutrophile Granulozyten und Monozyten beim Kontakt mit 
dem Endothel freie Radikale bilden. Die Übertragung des oxidativen Stress könnte auch auf 
der Bildung von stabilen Produkten der Lipidperoxidation sowie oxidierter Fragmente von 
Synzytiotrophoblasten beruhen. Andererseits könnte auch die hypoxische Plazenta vermehrt 
Zytokine freisetzen, wie z.B. den Tumor Necrosis Factor-α (TNF−α) und Leukotriene, die in 
der Lage sind, oxidativen Stress zu generieren 116, 133. Eine weitere These postuliert einen von 
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der hypoxischen Plazenta sezernierten zytotoxisch wirksamen „Serumfaktor X“ als Ursache 
der endothelialen Dysfunktion, welcher bisher jedoch noch nicht identifiziert werden  
konnte 117.  
 
Die als endotheliale Dysfunktion beschriebenen Veränderungen führen zu einer Störung der 
Balance zwischen vasodilatatorischen, antiaggregatorischen Substanzen einerseits und 
vasokonstriktorischen, aggregatorischen Substanzen andererseits. Es kommt zu einer 
verminderten Prostazyklinproduktion im Gefäßendothel bei gleichzeitig vermehrter Synthese 
des vor allem in den Thrombozyten gebildeten Thromboxan A2. Zusammen mit der 
gesteigerten Endothelinfreisetzung und gestörten Endothelin-/NO- Balance führt dies zur 
Vasokonstriktion und Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Gerinnung und Fibrinolyse 
im Sinne einer Hyperkoagulabilität. Durch die dabei resultierende erhöhte Sensitivität der 
Gefäßzellen auf Angiotensin II, welche physiologischerweise in der Schwangerschaft 
vermindert ist, kommt es zur Ausprägung einer arteriellen Hypertonie 42. Auch die anderen 
wichtigen Leitsymptome der Präeklampsie können mit der Störung der Endothelfunktion in 
Verbindung gebracht werden. Die gestörte Barrierefunktion des Endothels führt dabei zur 
Ödembildung und die Fibrinablagerungen und Endothelschwellung bewirken über vermehrte 
Proteindurchlässigkeit eine Proteinurie 117.  
 
 
3.2.1 Prädisponierende Faktoren  
 
Zu den prädisponierenden Faktoren für die Entwicklung einer hypertensiven 
Schwangerschaftserkrankung gehören Alter der Gebärenden (< 20 Jahre, > 35 Jahre), 
Mehrlingsschwangerschaft, Diabetes mellitus, Lupus erythematodes viscerales, chronische 
Hypertonie, chronische Nierenerkrankung, Trophoblasterkrankung, Rhesus-Inkompatibilität, 
Adipositas, Antiphospholipidsyndrom sowie hypertensive Schwangerschaftserkrankung in der 
vorangegangenen Gravidität 112, 135. Weitaus häufiger erkranken allerdings Erstgebärende, die 
diesem Risikoprofil nicht entsprechen 98.  
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3.2.2 Genetische Grundlagen und Wiederholungsrisiko 
 
Die genetische Disposition spielt in der Ätiologie der Hypertensiven Schwangerschafts-
erkrankungen eine große Rolle. So wird die genetische und familiäre Disposition anhand der 
Beobachtung deutlich, dass das Risiko einer Erstgebärenden, deren Mutter an einer 
Präeklampsie erkrankt war, immerhin 20-25%, bei Erkrankung der Schwester sogar 35-40% 
beträgt, was einem relativen Risiko von 4 bis 6 entspricht 34.  
 
Im Mittelpunkt früherer Forschungsarbeiten stand die Diskussion monogener 
Vererbungsmodelle. So vermuteten Cooper und Liston (1979), dass ein rezessives Gen für die 
Pathogenese der HES verantwortlich sein könnte 29, während Arngrisson et al. (1990) das 
Modell einer dominanten Vererbung mit inkompletter Penetranz favorisierten 2. Dagegen wird 
heutzutage die Meinung der multifaktoriellen Genese der HES vertreten 18. Weiterhin wurde 
die Hypothese aufgestellt, dass HES durch „genomic imprinting“ verursacht sein könnten 49. 
 
Zur Zeit sind sowohl Kandidatengene als auch Kopplungsanalysen Gegenstand intensiver 
Forschungstätigkeiten mit dem Ziel, prädisponierende Gene für HES zu identifizieren. So 
wurden bisher Assoziationen zwischen HES und verschiedenen Genen mit zum Teil 
unterschiedlichen Ergebnissen beschrieben, so dass weitere Forschung nötig ist, um die 
Pathogenese und Genetik der HES zu verstehen. 
 
Kilpatrick (1996) fand ein signifikant gehäuftes Vorkommen von HLA-DR1, DR3 und DR4 
bei Patientinnen mit Präeklampsie 70. Kopplungsanalysen von Harrison et al. (1997) zeigten, 
dass der lange Arm von Chromosom 4 eine Kandidatenregion für Präeklampsie ist 52. Sohda 
et al. (1997) konnten ein signifikant erhöhtes Vorkommen von Homozygoten für das Allel 
C677T des Methylenetetrahydrofolatreduktase-Gens bei Präeklampsie feststellen 131, welche 
durch Pegoraro et al. (2004) bei einem afrikanischen Kollektiv nicht bestätigt werden 
konnten, dafür fanden diese allerdings ein vermehrtes Vorkommen von T1317C Mutationen 
in dieser Gruppe 107. 
 
Arngrimsson et al. (1997) vermuteten, dass ein genetischer Polymorphismus des eNOS- Gens 
in der Region 7q36 mit Präeklampsie assoziiert sein könnte 3. Weiterhin konnte die 
Forschungsgruppe Arngrimsson et al. (1999) zeigen, dass in 2p13 ein Lokus für Präeklampsie 
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sein könnte 4, was durch Moses et al. (2000) an einem anderen Patientenkollektiv bestätigt 
werden konnte 97.  
 
Hereditäre und erworbene Störungen der Blutgerinnung, wie zum Beispiel die APC-
Resistenz, treten oft gemeinsam mit HES auf. So identifizierten Brenner et al. (1996) HELLP- 
Patientinnen, die die Faktor V Leiden-Mutation aufwiesen 15. Dies konnte teilweise zwar 
bestätigt werden 33, allerdings erzielten andere Arbeitsgruppen keinen signifikanten 
Zusammenhang 38, 82. Faisel et al. (2004) fanden dagegen heraus, dass die Assoziation 
zwischen einer weiteren Mutation im Faktor V und Präeklampsie besteht 38. 
 
Die Ergebnisse über Angiotensinogen unterscheiden sich ebenso in den einzelnen 
Forschungsgruppen. So stellten Ward et al. (1993) eine Assoziation zwischen einer 
molekularen Variante und Präeklampsie fest 150, die von anderen Forschungsgruppen zu 
einem späteren Zeitpunkt allerdings nicht bestätigt werden konnte 95, 137.  
 
Laasanen et al. (2002) postulierten, dass ein kombinierter Polymorphismus, der zwei AS im 
Mikrosomalen Epoxid Hydroxylase-Gen (EPHX) betrifft, signifikant mit Präeklampsie 
assoziiert ist 77. 
 
Darüberhinaus ist die Kenntnis des Wiederholungsrisikos für die Beratung einer Schwangeren 
nach HES, der Intensität der Vorsorge einschließlich dopplersonographischer Untersuchungen 
und eventueller präventiver Maßnahmen von klinischer Bedeutung 113. Bei einer Patientin mit 
Präeklampsie bzw. Eklampsie in der Anamnese ist die nachfolgende Schwangerschaft mit 
einer höheren Inzidenz leichter (19,5%) oder schwerer (25,9%) Präeklampsien belastet. Das 
Wiederholungsrisiko ist besonders hoch, wenn die Präeklampsie/Eklampsie vor der 30. SSW 
auftrat, der systolische Blutdruck über 160 mmHg lag und Hypertonie/Proteinurie noch 10 
Tage post partum nachweisbar waren. Nach schwerer Präeklampsie im 2. Trimenon ist das 
Wiederholungsrisiko für eine gleiche Komplikation in der nachfolgenden Schwangerschaft 
bis zu 65% 100. Dagegen bedingt das Auftreten einer Hypertonie gegen Ende einer 
Schwangerschaft nur ein leicht erhöhtes Wiederholungsrisiko bei der folgenden 
Schwangerschaft. 
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Gleiches gilt prinzipiell auch für das HELLP-Syndrom, dessen Wiederholungsrisiko zwischen 
3,4 und 24% angegeben wurde 100. 19% der Patientinnen nach HELLP-Syndrom entwickeln 
in einer erneuten Schwangerschaft eine Präeklampsie 110. 
 
Es gibt Hinweise, dass auch paternale Einflüsse auf die Entwicklung einer Präeklampsie eine 
Rolle spielen. So wurde nachgewiesen, dass für die neue Partnerin eines Mannes ein erhöhtes 
Risiko für Präeklampsie in der Schwangerschaft besteht, wenn die erste Frau des Mannes 
diese Komplikation in der Schwangerschaft auch schon hatte 80. Ebenso konnten Esplin et al. 
(2001) zeigen, dass sowohl Männer als auch Frauen, die selber aus einer 
Präeklampsieschwangerschaft hervorgingen, eine erhöhtes Risiko für Präeklampsie in eine 
Schwangerschaft mitbringen 36. In weiteren epidemiologischen Studien wurde festgestellt, 
dass eine längere präkonzeptionelle Kohabitation mit gleichzeitigem Spermakontakt die 
Anfälligkeit für HES signifikant senkt 118. Der genaue Mechanismus ist allerdings noch nicht 
bekannt.  
 
 
4. Hämodynamische Veränderungen und pathologisch-anatomisches 
Korrelat bei IUGR und Präeklampsie 
 
Die Pathogenese von IUGR und Präeklampsie ist bis heute nicht gänzlich geklärt. So haben 
Kingdom und Kaufmann (1997) drei verschiedene Kategorien der fetalen Hypoxie 
beschrieben, die häufig mit den folgenden Krankheitsbildern korrelieren 73: 
 
Präplazentare Hypoxie 
 
Uteroplazentare Hypoxie Postplazentare Hypoxie 
Schwangerschaft  
in großer Höhe 
 
IUGR mit PED  
 
IUGR mit ARED  
Maternale Anämie 
 
Spätgestose  Frühgestose 
Zyanotischer Herzfehler   
 
Es stellte sich heraus, dass diese Einteilung empfehlenswert ist, da dadurch sowohl die 
histologischen Ergebnisse als auch die dopplersonographischen Befunde innerhalb der 
Gruppen einheitlicher sind. 
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Das früheste histologische Anzeichen für die pathologische Entwicklung ist die 
unzureichende Throphoblastinvasion in die Spiralarterien vor der 20. SSW. Die 
physiologischen vaskulären Veränderungen (unter II.1.2 beschrieben) bleiben nur auf 
deziduale Segmente der uteroplazentären Gefäße beschränkt. Dadurch behalten die 
myometrialen Segmente der Spiralarterien ihre muskuloelastische Architektur. Die 
erwünschte Gefäßdilatation mit konsekutiver Widerstandserniedrigung trotz erhöhtem 
Blutvolumen bleibt somit aus 32, 69. Ein weites Spektrum klinischer Krankheitsbilder wie 
vorzeitige Plazentalösung, Präeklampsie und IUGR sind mit der reduzierten Umwandlung der 
uteroplazentären Arteriolen durch extravillöse Trophoblasten assoziiert 69, 73. 
 
Tenney und Parker beschrieben schon 1940 eine vermehrte Anzahl an proliferierenden 
villösen Trophoblastzellen in histologischen Schnitten der Plazenten von Schwangeren mit 
Präeklampsie am Entbindungstermin 73. Ähnliche Befunde wurden auch bei Schwangeren 
gefunden, die in größeren Höhen lebten 20 oder eine Anämie hatten 62. Die durch chronische 
plazentare Hypoxie bedingte vermehrte villöse Vaskularisierung führt zu einem reduzierten 
fetoplazentaren Gefäßwiderstand, je weiter die Schwangerschaft fortschreitet. Dies bedingt, 
dass die Dopplersonographie der A. umbilicalis sowohl in diesen Fällen von Präeklampsie als 
auch IUGR am Entbindungstermin denen bei normaler Schwangerschaft entspricht 23, 101. 
 
Dagegen ist IUGR, die früh in der Schwangerschaft beginnt, eine schwere Form der 
plazentaren Insuffizienz, welche gehäuft zum perinatalen Tod oder vorzeitiger Entbindung 
vor der 34. SSW führt. Auf der fetalen Seite kommt es über die Verminderung der 
Zottenoberfläche zu einer Einschränkung der Durchblutung mit einem konsekutiven Anstieg 
des Gefäßwiderstandes in den zuführenden Gefäßen. Die resultierende Hypoxämie und 
Hyperkapnie des Feten führt zu einer Weitstellung der zerebralen und koronaren Gefäße 
(„brain/heart sparing“) bei gleichzeitiger Minderdurchblutung der kaudalen Körperhälfte. 
Diese Veränderungen führen zu einem enddiastolischen Perfusionsanstieg in der A. cerebri 
media und einer diastolischen Blutflussverminderung in der A. umbilicalis und der Aorta 30. 
Die Dopplerbefunde der A. umbilicalis sind gekennzeichnet durch reduzierten, fehlenden oder 
rückwärtslaufenden enddiastolischen (ARED-) Fluss, der auf den erhöhten fetoplazentaren 
Widerstand zu diesem späten Zeitpunkt der Schwangerschaft hinweist 63.  
 
In der normal entwickelten Plazenta sind die dominierenden Strukturen zum 
Entbindungstermin idealerweise lange, schlanke, reife Intermediärzotten, von welchen kurze 
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Terminalzotten traubenartig abzweigen 10. Der Zottenbaum unter pathologischen Konditionen 
unterscheidet sich vom reifen Zottenbaum zum Entbindungstermin durch das Überwiegen von 
nur einem Typ von Zotten auf Kosten der anderen. Außerdem unterscheiden sie sich in der 
Art der Kapillarisation der Terminalzotten 64. Dabei wird das Gleichgewicht zwischen den 
unterschiedlichen Zottentypen hauptsächlich durch den plazentaren Reifungsgrad 22 und den 
Oxygenierungsgrad beeinflusst 85, 141. 
 
Viele Studien deuten darauf hin, dass vermehrte Trophoblastenproliferation und erhöhte 
Anzahl von Kapillarverzweigungen die Antwort auf langanhaltende präplazentare und 
uteroplazentare Hypoxie ist. Zottenbäume dieser Plazenten werden nie von reifen 
Intermediärzotten dominiert. Die sogenannte „branching angiogenesis“ ist wahrscheinlich 
verursacht durch Expression von VEGF und seiner beiden Rezeptoren 10, welche mit einem 
reduzierten Widerstand innerhalb des fetalen plazentaren Gefäßsystems assoziiert ist 103. 
 
Es wurde nachgewiesen, dass Terminalzotten bei IUGR mit ARED-Flow eine reduzierte 
Anzahl an proliferierenden Zytotrophoblasten mit einer erhöhten Anzahl an 
Synzytiotrophoblastkernen aufweisen, was als ein Zeichen der beschleunigten 
Trophoblastenalterung gedeutet wurde 85. Durch in vitro Studien, welche einerseits den 
stimulatorischen Effekt von Hypoxie auf die Zytotrophoblastenproliferation, und andererseits 
den inhibitorischen Effekt auf die Trophoblasteninvasion demonstrieren konnten 44, gewannen 
die Autoren die Erkenntnis, dass die Zotten einer erhöhten Sauerstoffkonzentration ausgesetzt 
sein mussten. Die Extraktion von Sauerstoff aus dem intervillösen Raum ist bei ARED-Flow 
in den Umbilikalarterien stark reduziert 10, so dass das uteroplazentare venöse Blut eine um 
30% höhere Sauerstoffkonzentration als normal hat 139. Zottenstromafibrose, Endangiopathie 
peripherer Stammzottengefäße sowie Zottenfrühreife und Zwischenzottenmangel korrelieren 
mit einer Flussminderung bzw. einem –verlust in den fetalen Nabelschnurarterien 147. 
 
Das typische histologische Bild von schwerer postplazentarer Hypoxie umfasst eine erhöhte 
Anzahl an filiformen Terminalzotten mit kleinem Durchmesser und der Abwesenheit von 
Kapillarverzweigungen. Ebenso ist das Fehlen von reifen Intermediärzotten charakteristisch. 
Die Zotten sind schlanker, weniger verzweigt und weniger kapillarisiert 10. 
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5. Dopplersonographie der Gefäße bei IUGR und Präeklampsie 
 
Das gepulste Dopplerverfahren hat in der Schwangerschaft eine große Bedeutung für die 
Prüfung des Blutverhaltens der feto-plazento-maternalen Einheit 32. In den 
Mutterschaftsrichtlinien der Arbeitsgemeinschaft für Dopplersonographie und maternofetale 
Medizin (AGDMFM 1996) ist festgelegt, dass sowohl bei anamnestischem Risiko, d.h. u.a. 
Zustand nach Präeklampsie oder Eklampsie, als auch bei bestehender Gestationshypertonie 
und Präeklampsie eine Indikation zur dopplersonographischen Untersuchung gegeben ist 134. 
Dabei ist die Dopplersonographie arterieller fetaler und maternaler Gefäße wichtig für die 
Differentialdiagnose sowie zur Einschätzung des Schweregrades der uteroplazentaren 
Insuffizienz. Zur primären Diagnosestellung einer IUGR ist sie allerdings nicht geeignet 30. 
 
 
5.1 Dopplersonographie der Aa. uterinae 
 
Physiologischerweise sinkt der Gefäßwiderstand als Folge der Trophoblasteninvasion bis zur 
20.-24. SSW im uteroplazentaren Strombett, zu dem die Aa. spirales, Aa. arcuatae und die Aa. 
uterinae zählen. Bis zur Mitte der Schwangerschaft weist das physiologische Strömungsprofil 
der Aa. uterinae neben hohen systolischen und niedrigen diastolischen 
Flussgeschwindigkeiten eine postsystolische Inzisur, den so genannten Notch auf. Im 
weiteren Schwangerschaftsverlauf kommt es zu einer Zunahme der diastolischen 
Strömungsgeschwindigkeit und nach spätestens der 24. SSW zu einem Verschwinden der 
Inzisur 139. Hohe Widerstandindices und die Persistenz des Notch weisen typischerweise auf 
eine abnorme uteroplazentare Zirkulation hin 11.  
 
Dabei besteht eine enge Korrelation zwischen pathologischen dopplersonographischen 
Befunden der Aa. uterinae zwischen der 18. und 34. SSW und dem späteren Auftreten einer 
Präeklampsie. So sind Schwangerschaften mit fehlender Zunahme der diastolischen 
Strömungsgeschwindigkeit in den Aa. uterinae und damit erhöhter Impendanz mit einer 
erhöhten Rate an Präeklampsie, fetaler Wachstumsretardierung, fetaler Hypoxie und 
intrauterinem Fruchttod assoziiert 24, 142. Der persistierende bilaterale Notch der Aa. uterinae 
soll dabei mit einem 68fach erhöhten Präeklampsierisiko assoziiert sein, wobei 59% dieser 
Patienten eine Präeklampsie entwickeln 12. 
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In Risikokollektiven mit SIH und Präeklampsie werden in der Literatur für uteroplazentare 
Gefäße in der Erkennung von Risikofaktoren für die Schwangerschaft (IUGR, intrauteriner 
Fruchttod, fetal distress) Werte von Sensitivität und Spezifität um 80% und darüber 
angegeben 134. 
 
Abb. 2. Dopplersonographie der A. uterinae im 3. Trimenon aus: Dopplersonographie in 
Geburtshilfe und Gynäkologie: Leitfaden für die Praxis, H. Steiner, K. T. M. Schneider 
(2000) Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New York (modifiziert) 
 
 a  b 
Abb. 2. a. Physiologisches Strömungsprofil 
 der A. uterinae  
Abb. 2. b. Pathologisches Strömungsprofil der  
A. uterinae mit erhöhter Impedanz und 
postsystolischem Notch (Pfeil) 
 
 
5.2 Dopplersonographie der Aa. umbilicales 
 
In den Aa. umbilicales kommt es ebenfalls zu einer Widerstandsabnahme im nachgeschalteten 
plazentaren Strombett, die aufgrund einer stetigen Zunahme der tertiären Stammzotten bis 
zum Termin anhält und mit einer Zunahme der diastolischen Flussgeschwindigkeit  
einhergeht 32. Enddiastolischer Fluss ist von Beginn des 2. Trimenons nachweisbar und nimmt 
während der Schwangerschaft zu, während der fetoplazentare Widerstand abnimmt 73.  
 
Die Dopplersonographie kann einen Beitrag zur Vermeidung von „fetal distress“ durch 
rechtzeitige Erkennung des Problems leisten. Ein treffsicheres Zeichen für „fetal distress“ 
stellt der ARED (absent or reversed enddiastolic)-Flow an der Nabelarterie dar, der allerdings 
eine geringe Inzidenz hat. Die Rate an hypertensiven Erkrankungen betrug bei ARED- 
Schwangerschaften in einer Metaanalyse von Farine et al. (1995) 57%, die Mortalität 36% 134. 
Ebenso konnten andere Forschungsgruppen zeigen, dass der ARED-Flow signifikant mit 
intrauteriner Wachstumsretardierung und/oder Präeklampsie assoziiert ist 63, 94. 
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Fälle mit ARED-Flow stellen also ein perinatales Hochrisikokollektiv dar, bei dem die 
Mortalität und Morbidität beträchtlich erhöht ist 1. So fanden sich postnatal niedrige 
Apgarwerte, niedrige Nabelarterien-pH-Werte, ein niedriges Geburtsgewicht, eine erhöhte 
Frühgeburtenrate, eine erhöhte Sectio-Rate wegen pathologischem CTG, sowie eine höhere 
Rate an fetalen Malformationen und Chromosomenaberrationen 9, 13. 
 
Heute besteht weitgehend Konsens, dass nach der 32. SSW bei fetaler IUGR mit ARED-Flow 
in der A. umbilicalis trotz eines normalen CTG die vorzeitige Entbindung erwogen werden 
sollte 50. 
 
 
Abb. 3.  Dopplersonographie der A. umbilicalis aus: Dopplersonographie in Geburtshilfe und 
Gynäkologie: Leitfaden für die Praxis, H. Steiner, K. T. M. Schneider (2000) Springer 
Verlag, Berlin, Heidelberg, New York (modifiziert) 
a b c 
Abb. 3. a. Physiologisches 
 Strömungsprofil der 
 A. umbilicalis   
Abb.3. b.,c. Strömungsprofil der A. umbilicalis bei ARED-Flow 
mit enddiastolischem b. Nullfluss bzw. c. Rückfluss 
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6. Wachstumsfaktoren und plazentare Zottenentwicklung 
 
Eine Reihe von Wachstumsfaktoren sowie deren Rezeptoren werden in der menschlichen 
Plazenta exprimiert 72. Obwohl das genaue Zusammenspiel noch nicht gänzlich geklärt ist, 
gilt als erwiesen, dass der angiogenetische Prozess im allgemeinen durch Wachstumsfaktoren 
wie den Placenta Growth Factor (PlGF), den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 
oder den Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) initiiert wird 25,158. 
 
Dabei wird die VEGF-Familie als ein Hauptregulator der plazentaren Gefäßentwicklung 
angesehen. Sie umfasst den Plazenta Growth Factor (PlGF) 87 sowie den Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF-A 125, -B 102, -C 60 und -D 105). 
 
 
6.1 Placenta Growth Factor  
 
Der Placenta Growth Factor (PlGF, OMIM *601121) gehört zur Familie des Vascular 
Endothelial Growth Factors (VEGF) und besitzt eine hohe ~ 55% ige Homologie zum  
VEGF 87. Das 6 Exons umspannende Gen ist auf Chromosom 14q24-q31 lokalisiert 89. 
 
 
6.1.1. Struktur des PlGF 
 
Die Transkription des PlGF-Gens führt über alternatives Splicing zur Bildung von zumindest 
drei Isoformen, die sich hinsichtlich ihrer Molekülmasse unterscheiden: PlGF-1 (PlGF149), 
PlGF-2 (PlGF170) und PlGF-3 (PlGF221) 
88. 
 
Außer in ihrer Größe unterscheiden sich die Isoformen auch in ihrer Fähigkeit, Heparin zu 
binden. PlGF-2 hat dabei im Vergleich zu PlGF-1 eine Insertion einer basischen Gruppe, 
bestehend aus 21 AS nahe dem C-terminalen Ende, welche durch Exon 6 kodiert wird und 
einer Heparin bindenden Domäne entspricht 54. Der Unterschied zwischen PlGF-1 und PlGF-
3 beträgt 72 AS und ist durch eine Insertion zwischen Exon IV und V bedingt. 
 
Yang et al. (2003) haben eine weitere Splicevariante beschrieben, die sie PlGF-4 nannten 155. 
PlGF-4 hat die gleiche Sequenz wie PlGF-3 und zusätzlich noch die Heparin bindende 
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Domäne, die schon bei PlGF-2 beschrieben wurde. Allerdings ist noch nicht geklärt, ob die 
unterschiedlichen Isoformen auch unterschiedliche biologische Funktionen besitzen. 
 
Ebenso wurde vor kurzem auch die dreidimensionale Struktur von PlGF aufgeklärt 59. Das 
Charakteristische an PlGF ist eine verknotete Cystinbindung, die durch drei Disulfidbrücken 
gebildet wird. Das PlGF-Dimer besteht aus zwei alpha-Helices und sieben alpha-Strängen pro 
Monomer, welche kovalent über zwei Disulfidbrücken zwischen den beiden Ketten in 
antiparalleler Struktur miteinander verbunden sind. 
 
 
6.1.2 Expression und Wirkung von PlGF 
 
Maglione et. al (1991) konnten zeigen, dass das N-glykosilierte PlGF-Protein als Homodimer 
sezerniert und dass PlGF reichlich in der Plazenta exprimiert wird 54, 87. Dabei scheint dessen 
Synthese in den villösen und extravillösen Trophoblasten lokalisiert zu sein 28. Abhängig von 
den Isoformen, die exprimiert werden, kann PlGF dabei sowohl in parakriner Weise auf die 
Gefäßentwicklung als auch in autokriner Weise auf die Trophoblastenfunktion wirken 155. 
 
Im Gegensatz zu VEGF, das durch die gleichzeitige Bindung an den FLT1- (VEGFR-1) und 
den KDR- Rezeptor (VEGFR-2) auf die Angiogenese wirkt, entfaltet PlGF seine Wirkung nur 
über den FLT1- Rezeptor und ist somit abhängig von dessen Expression 25, 106. Migdal et. al 
(1998) haben zusätzlich Neurophilin-1 als einen Rezeptor für PlGF-2 beschrieben, jedoch 
nicht für PlGF-1 oder PlGF-3 92.  
 
Das PlGF-Homodimer bindet und induziert die Autophosphorylierung nur von FLT1 106. 
Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass das Ausschalten von PlGF die Entwicklung, 
Reproduktion sowie das normale postnatale Leben nicht beeinflusst, aber die Angiogenese 
und Arteriogenese während pathologischer Verhältnisse wie Tumorwachstum, ischämischen 
Bedingungen und Wundheilung beeinträchtigt werden 83, 108. 
 
Weiterhin wurden auch unterschiedliche Mechanismen beschrieben, über die PlGF die 
VEGF-vermittelte Wirkung mittels des KDR-Rezeptors beeinflussen kann. Die 
Hochregulierung von PlGF führt zu einer Verdrängung des VEGF vom FLT1-Rezeptor, so 
dass mehr VEGF an dem KDR-Rezeptor binden kann 21. Ebenso kann PlGF durch Bindung an 
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FLT1 eine Transphosphorylierung von KDR bewirken, so dass PlGF auf diese Weise die 
VEGF-vermittelte Angiogenese mittels KDR verstärkt. PlGF und VEGF aktivieren jedoch 
FLT1 in verschiedener Weise, da nur PlGF im Gegensatz zu VEGF spezifische Tyrosinreste 
von FLT1 phosphorylieren kann und somit die Expression von verschiedenen „downstream 
target genes“ bewirkt. 
 
Zusätzlich können VEGF und PlGF Heterodimere bilden, die einen intramolekularen cross-
talk der VEGF-Rezeptoren durch Bildung von KDR/FLT1 Heterodimeren bewirken 5. So 
verursachten ein VEGF/PlGF Heterodimer oder eine Kombination von VEGF plus PlGF in 
einem Mausmodell einen Zuwachs von myokardialer Angiogenese, während die Tiere auf 
VEGF allein refraktär reagierten. 
 
Luttun et al. (2002) berichteten, dass PlGF Angiogenese und kollaterales Wachstum in 
ischämischem Herzmuskel und Extremitäten mit zumindest vergleichbarer Effizienz wie 
VEGF anregt. Dabei wurden Nebeneffekte wie Ödeme und Hypertonie, wie sie 
normalerweise bei VEGF vorkommen, bei der Gabe von rekombinantem PlGF nicht 
beobachtet 83, 140. Ein Antikörper gegen FLT1 unterdrückte Gefäßneubildung in Tumoren und 
ischämischer Netzhaut, sowie Angiogenese und inflammatorische Gelenkdestruktion bei 
Autoimmuner Arthritis 83. 
 
 
6.2 FLT1 
 
FLT1 (fms-related tyrosine kinase receptor oder VEGFR 1) (OMIM*165070) gehört 
zusammen mit dem KDR-Rezeptor und dem FLT-4-Rezeptor zur Familie der 
Tyrosinkinaserezeptoren 128. Das FLT1-Gen ist auf Chromosom 13q12 lokalisiert 122, 156.  
 
 
6.2.1 Struktur des FLT1 
 
Diese Rezeptoren besitzen charakteristischerweise sieben Immunglobulin-ähnliche Domänen 
im Extrazellulärbereich und einen transmembranären hydrophoben Anteil, der mit einer 
intrazellulär gelegenen Tyrosinkinase-Domäne verbunden ist. Es besteht eine Verwandtschaft 
zur Familie der Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) Rezeptoren, welche allerdings nur 
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fünf Immunglobulin-ähnliche Domänen besitzen und somit eine 220 AS kürzere 
extrazelluläre Domäne aufweisen. 
 
Das FLT1 Genprodukt besteht aus 1338 Aminosäuren, wobei die extrazelluläre aus 758, die 
transmembranäre aus 22 und die zytoplasmatische Domäne aus 558 Aminosäuren besteht. In 
der Mitte der Tyrosinkinase-Domäne findet sich eine Insertion von 66 Aminosäuren 128. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die zweite Immunglobulin-ähnliche Domäne im 
extrazellulären Bereich des FLT1-Rezeptors die spezifische Ligandenerkennung ermöglicht. 
Eine Deletion der dritten Domäne verursacht eine 50fache Reduktion der VEGF- 
Bindungsaktivität, jedoch eine 500fache Verminderung der Bindung von PlGF an die zweite 
Domäne 8, 27. Dies stimmt auch mit den von Wiesmann et al. (1997) erzielten Ergebnissen 
überein, dass die Domänen zwei und drei für die suffiziente Bindung von VEGF mit nahezu 
nativer Affinität verantwortlich sind, wobei die zweite Domäne hauptsächlich in einer 
hydrophoben Interaktion mit den Enden des VEGF-Dimers wirkt 152. 
 
 
6.2.2 Alternatives Splicing von FLT1- sFLT1 
 
Kendall et al. (1998) zeigten, dass alternatives Splicing zur Bildung von zwei 
unterschiedlichen Rezeptorformen führt: der vollständigen transmembranären Variante und 
einer löslichen Form, dem sFLT1 (soluble FLT1) 66. Während sechs der sieben 
Immunglobulin-ähnlichen Domänen identisch sind, besitzt sFLT1 anstatt der siebten 
membrannahen Schleifenformation eine spezifische Polypeptidsequenz. Die transmembranäre 
und die intrazelluläre Tyrosinkinase-Domäne fehlen. Da die Bindungsaffinität gegenüber 
VEGF bei FLT1 und sFLT1 vergleichbar und damit zehnfach höher ist als die von KDR, und 
FLT1 eine gleichwohl zehnmal geringere Kinaseaktivität als KDR hat, schlossen die  
Autoren 66, dass FLT1 und seine lösliche Form als Inhibitoren für VEGF wirken können und 
somit durch die ausbleibende Signaltransduktion zur Unterdrückung der biologischen Effekte 
von VEGF führen. Ebenso konnten sie zeigen, dass sFLT1 und KDR Heterodimere bilden 
können. 
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6.2.3 Expression und Wirkung von FLT1 
 
6.2.3.1 Expression und Wirkung in der Plazenta 
 
FLT1 wird hauptsächlich auf Endothelzellen der Gefäße unterschiedlicher Gewebe und in der 
Plazenta exprimiert 7. Die Expression im plazentaren Gewebe konnte durch in situ-
Hybridisierung gezeigt werden, wobei Anteile von Zytotrophoblasten fetaler Zotten und 
Zellen des extravillösen Trophoblasten in größerem Ausmaß verantwortlich waren. Dabei 
scheint FLT1 auf Trophoblasten die Funktion der Kontrolle von Migration und 
Differenzierung zuzukommen 26. 
 
Für die Produktion von sFLT1 sind vor allem Trophoblastzellen in der Plazenta 
verantwortlich, was nicht ausschließen soll, dass auch in anderen Organen die Bildung des 
löslichen Rezeptors in der Schwangerschaft erhöht ist. He et al. (1999) zeigten mit Hilfe eines 
Mausmodells, dass sich das relative Verhältnis von sFLT1 zu FLT1 in Spongiotrophoblasten 
während der Schwangerschaft fortschreitend verändert. Sie vermuteten einen neuen 
Mechanismus der Regulation von Angiogenese durch alternatives Splicing von FLT1 prä-
mRNA 55. 
 
Während VEGF über seinen KDR-Rezeptor die endotheliale Stickstoffmonoxid Synthetase- 
(eNOS-) Expression in Endothelzellen stimuliert, wird die NO-Sekretion aus 
Trophoblastzellen, welche entscheidend für die Beeinflussung von Thrombozytenaggregation, 
Endothelpermeabilität und Zellproliferation in der Plazenta ist, über den FLT1-Rezeptor 
vermittelt 76. 
 
In der menschlichen Schwangerschaft korrelieren hohe VEGF-Spiegel und erniedrigte PlGF-
Spiegel mit Dominaz der „branching angiogenesis“, während niedrige VEGF-Spiegel und 
erhöhte PlGF-Spiegel mit Dominanz der „non-branching angiogenesis“ korrelieren 65, 72 . 
Dies unterstützt die Annahme, dass die Interaktion von PlGF mit FLT1 einen hemmenden 
Effekt auf die Neuaussprossung der Kapillaren hat.  
 
 
 
 
II. Theoretische Grundlagen 
- 27 - 
6.2.3.2 Expression und Wirkung auf Endothelzellen 
 
FLT1 scheint für hemmende Effekte auf das Gefäßwachstum verantwortlich zu sein. 
Versuchstiere, bei denen die Tyrosinkinasedomäne des FLT1 gezielt ausgeschaltet wurde, 
zeigten keine Beeinträchtigung ihrer Angiogenese, so dass die Embryonen lebensfähig waren, 
während Deletionen der kodierenden Sequenz für die extrazelluläre Domäne zur Letalität der 
Embryonen führten 56. Daraus folgt, dass FLT1 das bislang einzige Beispiel einer 
Tyrosinkinase ist, dessen biologische Funktion nicht vorrangig in der Aktivierung oder 
Inaktivierung seiner Tyrosinkinase begründet ist. So liegt die Bedeutung des FLT1 für das 
Endothel nicht in einer positiven Regulation seines Liganden, sondern in einer 
Wirkungseinschränkung durch Veränderung des aktiv vorliegenden Anteils von VEGF 149. 
Dies stimmt mit den Erkenntnissen von Ferrara et al. (2001) überein, dass FLT1 als 
„Lockvogel“ wirken könnte 39.  
 
Fong et al. (1995) berichteten, dass Mäuse, die kein FLT1 exprimierten, zwar in der Lage 
waren, reife Endothelzellen zu bilden, jedoch wurden diese zu abnormalen Gefäßen 
zusammengebaut und akkumulierten im Gefäßlumen, so dass sie in utero verstarben 41.  
 
 
6.2.3.3 Expression und Wirkung auf Blutzellen 
 
Es ist nachgewiesen worden, dass sowohl Monozyten als auch neutrophile Granulozyten 
FLT1-Rezeptor exprimieren 127. Die VEGF-vermittelte Chemotaxis der Monozyten ist somit 
ein FLT1-vermittelter Effekt. Ebenso ist VEGF über FLT1 in der Lage, die Produktion und 
Sekretion von Gewebsthromboplastin zu fördern und somit die proagulatorischen 
Eigenschaften der Monozyten zu beeinflussen 8.  
 
Neuere Studien haben gezeigt, dass FLT1 auch auf pluripotenten Stammzellen exprimiert 
wird, und dass PlGF in der Lage ist, durch die Rekrutierung von Stammzellen aus dem 
Knochenmark, die Hämatopoese wiederherzustellen 53. 
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6.3 Regulierung der Expression von FLT1 und PlGF 
 
Die Regulierung der Expression von FLT1 ist noch nicht gänzlich geklärt. Eine entscheidende 
Rolle spielt dabei sicherlich die Promotorregion des FLT1-Gens. Ikeda et al. (1996) 
identifizierten in der Promotorregion des FLT1-Gens 281bp stromaufwärts des Startcodons 
eine einzelne Transkriptions-Initiationsstelle, welche 29bp von einer TATA-Box entfernt  
war 58. Die FLT1-Promotorregion enthält viele verschiedene Transkriptionsfaktoren-bindende 
Elemente wie das CREB/ATF-Element (cAMP responsive element binding protein / activating 
transcription factor) sowie neun ETS-Motive und vier GC-Boxen. Das bei –74 lokalisierte 
CREB/ATF-Element ist für die basale Transkription von FLT1 essentiell 96. Außerdem wurde 
gezeigt, dass die Region von –229 bis +8 die tanskriptionellen Elemente enthält, welche für 
die zelltypspezifische Expression verantwortlich sind. Ebenso berichten sie, dass das erste 
Intron die FLT1-Promotoraktivität negativ reguliert, indem es einen Transkriptionsarrest 
bewirkt. Wakiya et al. (1996) zeigten, dass ein ETS-Motiv an -54 bis -51 und ein CRE-
Element an -83 bis -76 notwendige Komponenten des Promotors darstellen, die gemeinsam 
die Promotoraktivität regulieren 148. Das ETS-Motiv des FLT1-Promotors wirkt dabei als 
positiver Regulator der Transkription 145. Weiterhin wurde eine erhöhte Promotoraktivität des 
FLT1-Gens unter hypoxischen Bedingungen gezeigt, die durch ein 430bp langes Fragment in 
der 5´- flankierenden Region vermittelt wird, welche durch eine mögliche Bindungsstelle für 
HIF (Hypoxia Inducible Factor) bedingt sein kann 45.  
 
So sind VEGF und die Rezeptoren FLT1 und KDR bei niedrigem pO2 hochreguliert 
45, 138, 144, 
während die PlGF-Expression bei erhöhtem pO2 vermehrt ist und bei niedrigem pO2 
vermindert ist 67. Diese Ergebnisse stimmen mit den Erkenntnissen von Nagamatsu et al. 
(2004) überein, dass niedrigere pO2 zu einer Zunahme der sFLT1-mRNA und Freisetzung von 
sFLT1 in Zytotrophoblasten führt. Dabei ist freies VEGF trotz erhöhter VEGF-Expression 
nicht nachweisbar. Ebenso ist auch PlGF verringert 99. 
 
Weiterhin kann VEGF über beide Tyrosinkinaserezeptoren die FLT1- und sFLT1-Expression 
regulieren. Der Zusatz von VEGF zu Endothelzellkulturen humaner Nabelschnurvenen 
(HUVEC) führte zur Expressionssteigerung des FLT1 sowie seiner löslichen Form sFLT1, 
beeinflusste aber nicht den KDR-Rezeptor. Die Verwendung der Rezeptor-spezifischen 
VEGF-Isoformen PlGF zur Stimulation des FLT1 und VEGF-D für isolierte Wirkung auf den 
KDR führte jeweils zu vermehrter Expression von FLT1 und sFLT1 8. Der KDR dagegen tritt 
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als konstitutiver Rezeptor in Erscheinung, dessen Expressionsrate unabhängig von der 
aktuellen VEGF-Konzentration ist.  
 
Ebenso lassen in vitro Daten eine Beeinflussung des FLT1-Rezeptors durch Estradiol 
vermuten, so dass es denkbar ist, dass über die Induktion bestimmter Transkriptionsfaktoren, 
wie Ets-1, es zu einer gesteigerten Expression des Rezeptors kommt 81. 
 
 
 
7. Fragestellung  
 
In der vorliegenden Arbeit haben wir nach Mutationen in den Genen PlGF und FLT1 bei 
Patientinnen mit IUGR und fehlendem oder reversem enddiastolischen (ARED-) Blutfluss in 
der A. umbilicalis gesucht. Durch die reduzierte fetoplazentare Zirkulation ist die 
Sauerstoffextraktion aus dem intervillösen Raum erniedrigt, was zu einem signifikant höheren 
pO2 als normal in der Plazenta führt (postplazentare Hypoxie). Charakteristisch ist, dass 
„branching angiogenesis“ unterdrückt wird und „non-branching angiogenesis“ das 
Geschehen dominiert. Da PlGF durch einen erhöhten pO2 vermehrt exprimiert wird und PlGF 
zusammen mit seinem Rezeptor FLT1 für „non-branching angiogenesis“ verantwortlich ist, 
haben wir nach Mutationen in den beiden Genen gesucht, die zu einer veränderten Wirkung 
des Wachstumsfaktors und seines Rezeptors führen könnten. Diese Patienten wurden mit 
Kontrollpersonen verglichen, die auch eine IUGR hatten, jedoch mit pathologischem 
Dopplerbefund der A. uterinae bei gleichzeitig erhaltenem enddiastolischen (PED-) Blutfluss 
in der A. umbilicalis (uteroplazentare Hypoxie). Um die Histologie der Plazenten zu 
berücksichtigen, die innerhalb der beiden Probandengruppen einheitlich ist, erfolgte die 
Einteilung der Patienten durch histologische Charakterisierung der Plazenten von der 
Arbeitsgruppe von Prof. Kaufmann am Institut für Anatomie II an der RWTH Aachen.  
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III. Material und Methoden  
 
1. Materialien 
 
1.1 Patientenkollektiv und Kontrollen 
 
Im Rahmen dieser Studie wurden 18 Schwangere und deren 18 Kinder mit pathologischem A. 
umbilicalis Doppler (ARED-Fluss) und intrauteriner Wachstumsretardierung auf Mutationen 
in den Genen PlGF und FLT1 untersucht. Als Kontrollkollektiv wurden 14 Schwangere sowie 
deren 14 Kinder mit unauffälligem A. umbilicalis Doppler (PED-Fluss), jedoch 
pathologischem Doppler der Aa. uterinae (Notch) und intrauteriner Wachstumsretardierung 
verwendet. Dabei erfolgte die Einteilung der Plazenten nach histologischen Gesichtspunkten 
in das jeweilige Probandenkollektiv durch die Arbeitsgruppe von Prof. P. Kaufmann am 
Institut für Anatomie II an der RWTH Aachen. Die Rate an Hypertensiven 
Schwangerschaftserkrankungen war in beiden Probandengruppen vergleichbar. 
Ausschlusskriterien sowohl für das Patientenkollektiv als auch für die Kontrollgruppe waren 
immunologische Ursachen für IUGR (APA, irreguläre AK, etc.), infektiöse Ursachen für 
IUGR (Torch-Diagnostik) sowie Fehlbildungen (auffälliger Karyotyp).  
 
Außerdem wurden bei auffälliger Sequenzierung weitere 100 Kontrollpersonen eines 
anonymisierten Kollektives von Müttern und ihren Kindern verwendet. Dieses 
Kontrollkollektiv stammte aus dem Raum Aachen.  
 
 
 
1.2 Chemikalien 
 
Acrylamidlösung Bio Rad Hercules, CA, USA 
Agarose Initrogen Karlsruhe 
Aqua bidest.  Merck Darmstadt 
Bisacrylamidlösung Bio Rad Hercules, CA, USA 
EDTA Roth Karlsruhe 
Essigsäure Roth Karlsruhe 
Ethanol Merck Darmstadt 
Ethidiumbromid 1% Merck Darmstadt  
Formaldehyd 37% Merck Darmstadt 
Formamid Merck  Darmstadt 
Glycerin Merck Darmstadt 
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Harnstoff Merck Darmstadt 
 
Längenstandard: 
50bp-Leiter (1 µg/µl) Invitrogen Karlsruhe 
100bp-Leiter (1 µg/µl)  Invitrogen Karlsruhe 
 
Nukleotid-Stammlösungen 
dNTP 100mM Solutions Invitrogen Karlsruhe 
Phenol  Roth Karlsruhe 
Q-Solution  Qiagen  Hilden 
Salpetersäure, HNO3, 65% Merck Darmstadt 
Salzsäure, HCl, 37% Merck Darmstadt 
SDS  Roth Karlsruhe  
Silbernitrat, AgNO3  Merck Darmstadt 
TEMED Merck Darmstadt 
 
 
1.3 Enzyme 
 
Proteinase K Boehringer Mannheim 
 
Restriktionsendonukleasen  
NlaIII New England Biolabs Frankfurt/Main 
HpyCH4IV New England Biolabs Frankfurt/Main 
TaqI MBI Fermentas St-Leon-Rot 
  
Taq-Polymerase, 5000 U/ml  Invitrogen Karlsruhe 
 
 
1.4 Primer 
 
PCR- und Sequenzierprimer MWG-Biotech AG Ebersberg 
(Sequenzen siehe Anhang) Applied Biosystems Foster City,CA, USA 
 
 
1.5 Kits  
 
BigDye Terminator Cycle Sequencing Applied Biosystems Foster City,CA, USA 
QIAquick PCR-Purifikation Kit Qiagen  Hilden 
 
 
1.6 Geräte und sonstige Hilfsmittel  
 
ABI PRISM 377 Genetic Analyzer Perkin Elmer  
ABI PRISMTM 377 Collection Software Biosystems Weiterstadt 
 
Autoklav Hiclave HV85 BPW Süssen 
Elektrophorese-Kammern   
Gel Elektrophoresis Apparatus GNA-200 Pharmacia Cambridge, GB 
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Geldokumentation 
Imaging-System Gel Doc 200 Bio Rad Hercules, USA 
Software: Quantity One 4.1.1 Bio Rad Hercules, USA 
 
Geltrockner GelDryer 583 Bio Rad Hercules, USA 
Pipetten  Eppendorf Hamburg 
 
Spannungsquelle 
Elektrophoresis power supply Life Technologies Paisley, Sc 
 
SSCP-Kammern 
Multigel-Long-Gelkammern Biometra Göttingen 
 
Thermocycler   
PTC 100, MJ Research Biozym Oldendorf 
PTC 200 DNA Engine, MJ Research Biozym Oldendorf 
 
Tischzentrifuge Centrifuge 5415 Eppendorf Hamburg 
 
Whatman-Papier Schleicher und Schnell Dassel 
 
 
1.7 Puffer  
 
PCR-Puffer (10x) 200 mM Tris-HCl (pH 8,4), 500 mM KCl 
 
TBE (10x) 89 mM Tris-HCl (pH 8,3), 89 mM Borsäure, 
 10 mM EDTA (pH 8,0) 
 
SSCP-Puffer 95 ml Formamid, 125 ml 10xTBE, 
 1% Ficoll 400, 0,01% Bromphenolblau, Aqua 
dest. ad 100 ml  
 
Sequenzierpuffer 10 ml Formamid, 2 ml EDTA (25mM), 
 40 mg Dextranblau 
 
Frischblutlysispuffer 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 
 0,1 mM EDTA 
 
Kernlysispuffer 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 400 mM NaCl, 
 2 mM EDTA 
 
TE-Puffer 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA 
 
Loading-Buffer für Agarosegel 2,5xTBE, 20% Ficoll 400, 
 0,1% Bromphenolblau 
 
Puffer für DNA-Isolation aus Paraffingewebe 200 mM Tris-HCl (pH 8), 10 mM EDTA 
 
Fällungsmix 250 ml absolutes Ethanol, 
 10 ml 3M Na-Acetat (pH 5,2) 
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2. Methoden 
 
2.1 DNA-Isolierung und -Aufbereitung 
 
Die Isolation der genomischen DNA erfolgte sowohl aus EDTA-Blut als auch aus frischem 
oder archiviertem formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Nabelschnur- oder 
Plazentagewebe. Die Methoden sind im Folgenden beschrieben. 
 
2.1.1 Isolierung aus EDTA-Blut 
 
Die Isolation der DNA aus peripheren Lymphozyten aus EDTA-Blut erfolgte in der 
vorliegenden Arbeit nach der nichttoxischen Aussalzmethode nach Miller et al. (1988) 93. 
 
 
DNA-Isolierung aus EDTA-Blut (10ml) mittels der Millerschen Aussalzmethode 
 
Lyse der Erythrozyten in einem Falcon-Röhrchen 
mit 30 ml Frischblutlysispuffer  
Inkubation auf Eis für 15 min 
Zentrifugation 
(1.500 Upm bei 4°C für 15 min mit Bremse) 
Verwerfen des Überstandes 
 
Lyse der Zellen mit 10ml Kernlysispuffer  
Freisetzung der DNA durch Zugabe von 
500 µl Proteinase K und 660 µl 10%iges SDS 
Verdau ü. N. bei 37°C 
Ausfällung der Proteine mittels 
3,2 ml gesättigter NaCl-Lösung  
Zweimalige Zentrifugation 
(4.000 Upm bei RT je 10 min mit Bremse) 
Überführen des DNA-haltigen Überstandes in 
ein neues Zentrifugationsröhrchen 
 
Zugabe gleicher Menge Isopropanol absolut Langsames Schwenken, bis DNA ausfällt 
Fischen der DNA mit Pasteurpipette 
Reinigen des DNA Pellets in 70%igem Ethanol  
Resuspension der DNA in 400 µl TE-Puffer  
 
 
Die Konzentration der DNA wurde durch Messung der optischen Dichte bei einer 
Wellenlänge von 260 nm bestimmt, wobei eine Extinktion von 1,0 einer Konzentration von 
50 µg/ml doppelsträngiger DNA entspricht. 
III. Material und Methoden 
- 34 - 
2.1.2 DNA-Isolierung aus formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe 
 
Bei einigen Patienten erfolgte die DNA-Isolierung zum Teil auch aus formalinfixiertem und 
in Paraffin eingebettetem Gewebe nach folgender Anleitung. 
 
Deparaffinisation des Gewebes  
4-5 dünne Schnitte in ein Eppendorf Cap überführen 
und Zugabe von 500 µl Xylol 
Zentrifugation (13.000 Upm bei RT für 5 min) 
Überstand verwerfen 
Erneut Zugabe von 500 µl Xylol Probe 10 min bei 50°C inkubieren 
Abzentrifugieren (13.000 Upm bei RT) 
Waschen des Pellets 2 mal mit je 1 ml 100% Ethanol und anschließend 
mit 1 ml 70%Ethanol 
Abzentrifugieren (13.000 Upm bei RT) 
Überstand verwerfen 
 
Vollständiges Trocknen des Pellets  
Verdau   
Pellet in 100 µl Puffer suspendieren  
Zugabe von 10 µl 10% SDS und 
10 µl Proteinase K (20mg/ml) 
 
Inkubation ü. N. bei 37°C 
Wiederholung des Verdaus mit 5 µl 
bei unvollständiger Lyse 
Inaktivierung der Proteinase K Inkubation bei 95°C für 5-8 min 
Phenolreinigung  
Zugabe von 1 Vol. Phenol 15 sec. bei RT schütteln 
Zentrifugation (13.000 Upm bei RT für 2 min) 
Überstand in neues Cap 
 
+ 1/2 Vol.Phenol  
+ 1/2 Vol. Chlorophorm/Isoamylalkohol (24:1) 
15 sec. bei RT schütteln 
Zentrifugation (13.000 Upm bei RT für 2 min) 
Überstand in neues Cap 
 
+ 1 Vol. Chlorophorm/Isoamylalkohol (24:1) 15 sec. bei RT schütteln 
Zentrifugation (13.000 Upm bei RT für 2 min) 
Überstand in neues Cap 
 
+ 2 Vol. Fällungsmix Inkubation ü. N. bei –70°C 
Zentrifugation (13.000 Upm bei RT für 30 min) 
Reinigen des DNA Pellets in 70% Ethanol Abzentrifugieren (13.000 Upm bei RT) 
Pellet trocknen 
Resuspension in 100 µl TE  
III. Material und Methoden 
- 35 - 
2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die Methode der Polymerase-Chain-Reaktion (PCR) wurde 1985 eingeführt (Saiki et al., 
1985) 120. Sie dient der schnellen in vitro Amplifikation eines durch sequenzspezifische 
Oligonukleotide (Primer) begrenzten DNA-Abschnitts. Sowohl die in Kapitel III.2.3.2 
beschriebene SSCP als auch die in Kapitel III.2.4 beschriebene direkte Sequenzierung 
basieren auf einer Analyse von PCR- Produkten.  
 
Neben den beiden sequenzspezifischen komplementären Primern werden eine thermostabile 
DNA-Polymerase (z.B. Taq-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus), 
Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) und ein geeigneter Reaktionspuffer benötigt. 
 
Zunächst erfolgt die Denaturierung der doppelsträngigen DNA-Matrix bei 94°C, der sich 
weitere, aus drei Schritten bestehende, Zyklen anschließen. Nach der Denaturierung der 
doppelsträngigen DNA in DNA-Einzelstränge werden diese auf eine den Primern spezifische 
Annealingtemperatur abgekühlt, bei der sich die beiden Primer der zu amplifizierenden 
Sequenz anlagern. Bei der anschließenden Extension werden die angelagerten Primer bei 
72°C unter Einbau von dNTPs von der DNA-Polymerase komplementär zum vorliegenden 
Einzelstrang in 5´-3´-Richtung verlängert. Die beiden Stränge bilden zusammen einen neuen 
Doppelstrang, der in einem erneuten Zyklus die Matrix für die nächste Verdoppelung liefert, 
wodurch eine exponentielle Vermehrung erreicht wird. Abschließend erfolgt noch ein 
terminaler Elongationsschritt, um die noch unvollständig amplifizierten DNA-Doppelstränge 
zu vervollständigen. 
 
Die optimale Annealingtemperatur ist Primer-spezifisch und kann aus dem prozentualen 
Anteil an Purin- zu Pyrimidinbasen abgeschätzt werden. Idealerweise sollte man bei der 
Primerwahl darauf achten, dass die Länge ungefähr 20-24 Nukleotide beträgt. Der prozentuale 
Anteil an Purin- bzw. Pyrimidinbasen sollte jeweils zwischen 40 und 60% liegen, und um die 
Bildung von Primerdimeren zu verhindern, sollten die beiden letzten Basen der 3'- Enden der 
Primersequenzen nicht komplementär sein. 
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Zur Ermittlung der jeweils optimalen PCR-Bedingungen wurden sowohl verschiedene 
Annealingtemperaturen und PCR-Pufferzusammensetzungen als auch teilweise die Zugabe 
spezieller Reagenzien ausgetestet. So konnte die Zugabe von Q-Solution (Qiagen) das 
Schmelzverhalten der DNA verändern und so die PCR-Spezifität, insbesondere bei der 
Amplifikation GC-reicher DNA-Sequenzen, erhöht werden. 
 
Die Erhöhung der Annealingtemperatur bewirkte bis zu einem gewissen Grad eine Steigerung 
der Spezifität der PCR, welche allerdings durch die gleichzeitige Abnahme der PCR-Produkt-
Menge limitiert war. Um dennoch eine ausreichende Produktmenge zu erhalten, wurde 
gleichzeitig die Menge an genomischer DNA, die Elongationszeit oder auch die Zyklenzahl 
abweichend vom „Standard-PCR-Programm“ erhöht. 
 
Die PCR wurde mit einem Reaktionsvolumen von 25 µl durchgeführt. In jedem PCR-Ansatz 
wurde eine Negativkontrolle unter Verwendung von Aqua bidest. statt genomischer DNA 
mitgeführt.  
 
 
Ein Standard-PCR-Ansatz erfolgte nach folgendem PCR-Schema im Thermocycler: 
 
 
PCR-Reaktionsansatz PCR-Programm 
 
Komponenten Volumen  Schritt Temperatur Dauer 
DNA (20 ng/µl) 1,0 µl Denaturierung 94°C 5 min  
10xPCR-Puffer 1 2,5 µl Denaturierung 94°C 30 sec 
MgCL2 (50 mM)
 1 0,75 µl Annealing siehe Anhang 60 sec 
dNTP Mix (je 1,25 mM) 4,0 µl Extension 72°C 90 sec 
Primer A (100 pmol/µl) 0,2µl  35 Zyklen   
Primer B (100 pmol/µl) 0,2 µl Extension 72°C 10 min 
Taq-DNA-Polymerase  
(5 U/µl) 1 
0,2 µl    
Aqua bidest. 16,15µl    
Gesamtvolumen 25 µl    
1 Invitrogen, Karlsruhe 
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PCR-Ansatz mit Q-Solution für GC-reiche Sequenzen:  
 
PCR-Reaktionsansatz PCR-Programm 
 
Komponenten Volumen  Schritt Temperatur Dauer 
DNA (20 ng/µl) 1,0 µl Denaturierung 94°C 5 min  
10xPCR-Puffer 1 2,5 µl Denaturierung 94°C 30 sec 
Q-Solution 2 5,0 µl Annealing siehe Anhang 60 sec 
dNTP Mix (je 1,25 mM) 4,0 µl Extension 72°C 90 sec 
Primer A (100 pmol/µl) 0,2µl  35 Zyklen   
Primer B (100 pmol/µl) 0,2 µl Extension 72°C 10 min 
Taq-DNA-Polymerase  
(5 U/µl) 1 
0,2 µl    
Aqua bidest. 11,9 µl    
Gesamtvolumen 25 µl    
1 Invitrogen, Karlsruhe 
2 Qiagen, Hilden  
 
 
 
 
2.3 Auftrennung der PCR-Produkte mittels Gelelektrophorese 
 
2.3.1 Agarose Gelelektrophorese 
 
Alle PCR-Produkte wurden zur Überprüfung ihrer Spezifität auf einem 1%igen Agarosegel 
aufgetragen. Die Methode beruht auf der Bewegung geladener Moleküle in einem 
elektrischen Feld. Hauptladungsträger der Nukleinsäuren sind die Phosphatgruppen. Dadurch 
ist das elektrophoretische Verfahren vom pH-Wert des Mediums und damit von der Art und 
Konzentration der verwendeten Pufferlösung abhängig. 
 
Die Laufgeschwindigkeit wird dabei von der Größe der DNA-Fragmente, der Höhe der 
angelegten Spannung und der Konzentration des Agarosegels bestimmt. Kürzere DNA-
Fragmente, höhere Spannung und niedrigere Agarosekonzentration im Elektrophoresegel 
bewirken eine schnellere Laufgeschwindigkeit, z.T. jedoch auf Kosten der Präzision 
bezüglich der Auftrennung der Nukleinsäuren. 
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Nur wenn unter UV-Licht die mit dem fluoreszierenden und mit der DNA interkalierenden 
Farbstoff Ethidiumbromid angefärbten DNA-Banden deutlich abgrenzbar die erwartete Größe 
zeigten, wurde das Ergebnis als "positiv" gewertet. Dabei wurde die Laufstrecke der DNA-
Fragmente mit der Laufstrecke eines parallel dazu aufgetragenen Längenstandards einer 
100bp-Leiter verglichen und so die Länge der Fragmente abgeschätzt. Das Gel wurde dabei 
mittels eines computergestützten Imaging-Systems analysiert und dokumentiert. 
 
 
Die Herstellung eines 1%igen Agarosegels erfolgte folgendermaßen: 
 
 
Komponenten Zusammensetzung Menge 
Agarose   3 g 
10 x TBE Puffer 89 mM Tris-HCL (pH 8,3) 
89 mM Borsäure 
10 mM EDTA (pH 8,0) 
 
30 ml 
Ethidiumbromid 10 mg/ml in Aqua dest. 30 µl 
Aqua dest.   ad 300 ml  
 
 
Ein Erlenmeyerkolben wurde mit Agarose, 10 x TBE Puffer und Aqua dest. auf 300 ml 
aufgefüllt und zum Lösen des Gemisches aufgekocht. Um ein unnötiges Verdampfen von 
Ethidiumbromid zu verhindern, wurde dieses erst nach Abkühlung des Gemisches auf 40-
50°C hinzugegeben und anschließend das Ganze in einen Gelträger gegossen. Nach erfolgter 
Polymerisation wurde das Gel in eine mit 1 x TBE Puffer gefüllte Elektrophoresekammer 
gelegt und an eine Spannungsquelle angeschlossen.  
 
Jeweils 5 µl der PCR-Ansätze bzw. 5 µl der 100bp- Leiter wurden mit je 5 µl Loadingbuffer 
für 45 min bei 120V elektrophoretisch aufgetrennt. 
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2.3.2 SSCP-Analyse 
 
Die „single strand conformation polymorphism analysis“ (SSCP) ist eine unspezifische 
Screening-Methode zur Detektion von Polymorphismen bzw. Mutationen innerhalb 
vorgegebener Genabschnitte. Diese Methode wurde erstmals von Orita et al. (1989) 
beschrieben 104. 
 
Durch PCR amplifizierte Proben werden dabei denaturiert und anschließend nach Zugabe von 
Formamid, das die Reassoziation der Einzelstränge verhindert, auf einem nicht- 
denaturierenden Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt.  
 
Acrylamid ist ein Monomer, das in Anwesenheit von freien Radikalen, welche durch APS 
(Ammoniumpersulfat) gestellt und durch TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine) 
stabilisiert werden, zu langen Ketten polymerisiert. Wird Bisacrylamid hinzugegeben, kommt 
es zusätzlich zu einer Quervernetzung. Die Porengröße und damit das Trennverhalten der 
entstehenden Polyacrylamidgele wird durch das Verhältnis Acrylamid/Bisacrylamid und der 
Gesamtkonzentration an Acrylamid bestimmt. 
 
Die elektrophoretische Mobilität der DNA-Fragmente hängt dabei sowohl von der Länge als 
auch von der Sekundärstruktur der Molekülkette ab, welche durch die DNA-Sequenz bedingt 
ist. Falls eine abweichende Basenfolge in den DNA-Einzelsträngen vorhanden ist, führt dies 
zu einer unterschiedlichen Laufcharakteristik, die an den veränderten Bandenmustern der 
Polyacrylamidgele erkennbar ist, nachdem diese durch Silberfärbung nach Budowle sichtbar 
gemacht worden sind 19. 
 
Die höchste Sensitivität hat die SSCP-Analyse bei einer Basenlänge von 200-300bp, so dass 
bei der Wahl der Primer die PCR-Produkte in dieser Größenordnung liegen sollten. Durch 
Variation der Temperatur und Zugabe von neutralen Stoffen wie Glycerol kann die 
Detektionsrate noch zusätzlich erhöht werden. Aus diesem Grund wurden vier 
unterschiedliche SSCP-Bedingungen verwendet :  
 
• 10%iges Polyacrylamidgel mit oder ohne 5% Glycerol bei RT bzw. bei 4°C  
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Bei einem auffälligen Bandenmuster in mindestens einer der vier oben genannten 
Bedingungen wurde anschließend eine Sequenzierung durchgeführt, um die Art und 
Lokalisation der Sequenzabweichung in der DNA genau zu bestimmen. 
 
 
2.3.2.1 Durchführung der SSCP 
 
Die Herstellung eines 10%igen Polyacrylamidgels erfolgte folgendermaßen: 
 
 
 
Komponenten  
 
Zusammensetzung 
mit 5% Glycerol 
Menge 
ohne 5% Glycerol 
Menge 
Gelstocklösung 122,5 ml 40%iges Acrylamid 
50 ml 2%iges Bisacrylamid 
500 µl TEMED 
mit 0,5 x TBE ad 500 ml 
auffüllen 
 
19 ml  20 ml 
Glycerol  100% 1 ml - 
APS 10% 250 µl 250 µl 
 
 
Die Gelstocklösung mit bzw. ohne Glycerol wurde mit 250 µl APS versetzt, um die 
Polymerisation einzuleiten, und anschließend zwischen zwei Gelplatten gegossen. 
Jeweils 15 µl PCR-Produkt wurden mit 25 µl SSCP-Puffer gemischt, bei 94°C für 5 min 
denaturiert und bis zum Auftragen auf Eis gelagert. Die Elektrophorese erfolgte in einer 
Multigel-Long-Gelkammer (Biometra) mit 0,5 x TBE als Laufpuffer und dauerte drei Stunden 
bei 180V und RT bzw. 200V und 4°C, wobei pro Gel je 8 µl des PCR-Ladepuffergemisches 
aufgetragen wurden. 
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2.3.2.2 Silberfärbung der SSCP-Gele  
 
Nach Ende der Laufzeit der SSCP-Gele wurden die Banden mittels Silberfärbung nach 
Budowle 19, einer gesundheitlich unbedenklichen Methode permanenter Dokumentation der 
Nukleinsäuren, dargestellt.  
 
Zuerst wurden die DNA-Banden auf dem Gel in 10%igem Ethanol fixiert. Anschließend 
erfolgte nach Ansäuerung des Gels in 1%iger Salpetersäure, durch die Inkubation mit einer 
0,2%igen Silbernitratlösung, die Anlagerung der Silberionen an die DNA. Durch mehrmalige 
kurze Waschschritte mit Aqua dest. wurden die ungebundenen Silberionen aus dem Gel 
ausgewaschen. Im folgenden Schritt wurden die Banden in der Entwicklerlösung aus 
Natriumcarbonat und Formaldehyd durch Reduktion der angelagerten Silberionen zu 
elementarem Silber sichtbar gemacht. Mit 10%iger Essigsäure wurde die Entwicklung bei 
Erreichen einer ausreichenden Qualität gestoppt und die Gele mit Aqua dest. gewaschen. Zur 
permanenten Dokumentation wurde das Gel anschließend auf Whatman-Papier aufgezogen 
und auf einem Vakuumtrockner bei 80°C getrocknet. 
 
 
Silberfärbungsprotokoll der SSCP-Gele nach Budowle 19 im Einzelnen: 
 
Komponenten Zusammensetzung  Dauer 
Fixier-Lsg. 10% Ethanol 10 min 
Oxidier-Lsg. 1% HNO3 10 min 
Färbe-Lsg. 0,2% AgNO3 30 min 
Auswaschen Aqua dest. 3 mal 1 min 
Entwickler 3% Na2CO3 plus  
50 µl 37%iges Formaldehyd 
pro 100 ml Lösung  
kurz ausspülen , dann bis zu 
einer ausreichenden Qualität 
entwickeln 
Stop-Lsg. 10% Essigsäure 5 min 
Auswaschen  Aqua dest. 
 
bis zum Trocknen 
Fixieren des Gels auf Whatman-Papier 
 
 
Trocknen des Gels auf einem Vakuumtrockner bei 80°C  2-3 h  
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2.4 DNA-Sequenzierung 
 
Die enzymatische DNA-Sequenzierung ist die grundlegende Methode für die Entdeckung und 
Identifizierung von Polymorphismen und Mutationen, da man damit die genaue Basenabfolge 
eines DNA-Abschnitts aufklären kann. Da die Sequenzierung allerdings zeit- und 
kostenintesiv ist, wurde sie in der vorliegenden Arbeit nur eingesetzt, wenn bei der zuvor 
durchgeführten SSCP Unterschiede in den Bandenmustern festgestellt wurden. 
 
Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger et al., 
1977 121) auf einem ABI Prism 377 Analyzer durchgeführt. 
 
Nach Amplifikation der zu analysierenden DNA-Fragmente mit einer PCR wurden die 
spezifischen PCR-Produkte mit dem QIAquick PCR Purification Kit aufgereinigt. Auf diese 
Weise wurden die überschüssigen Primer, Primerdimere, Nukleotide und Polymerasen, die 
mit der Sequenzierreaktion interferieren könnten, entfernt. 
 
Die anschließende Sequenzier-PCR mit dem erhaltenen Template erfolgte unter Verwendung 
entweder des Sense- oder des Antisense-Primers im Sinne einer asymmetrischen PCR, um 
eine eindeutige Basenfolge zu erhalten. 
 
Durch den Einbau eines Nukleotid-Analogons, das keine weitere DNA-Elongation erlaubt, 
entstehen unterschiedlich lange DNA-Fragmente. Bei den verwendeten Nukleotid-Analoga 
handelt es sich um 2´3´-Didesoxynukleotid-5´-Triphosphate (ddNTPs), denen die 3´-OH-
Gruppe fehlt, welche für die Kettenverlängerung unabdingbar ist. Dabei werden die vier 
verschiedenen Didesoxy-Nukleotide durch vier verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe markiert, 
die ihre Fluoreszenzmaxima bei unterschiedlichen Wellenlängen haben. 
 
Die nicht inkorporierten, fluoreszenzmarkierten ddNTPs wurden durch eine Ethanolfällung 
entfernt. Während der anschließend durchgeführten elektrophoretischen Auftrennung der 
unterschiedlich langen DNA-Fragmente passierten diese einen Laserstrahl, wobei die 
Software des Geräts vier farbige Elutionsprofile aufzeichnete, die der komplementären 
Basenfolge des zu analysierenden DNA-Einzelstrangs entsprachen.  
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2.4.1 Template-PCR und Aufreinigung der PCR-Produkte 
 
Zuerst wurde das DNA-Fragment mit einer PCR in vier Ansätzen à 25 µl amplifiziert. Die so 
erhaltenen 100 µl PCR-Produkte wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit 
aufgereinigt. Dabei werden Fragmente zwischen 100bp und 10.000bp durch Zentrifugation 
einer QIAquick Säule an deren Silica-Gel-Membran absorbiert, während Verunreinigungen 
(Reste von Salz, Primern, Nukleotiden und Polymerase) die Säulenmatrix passieren und somit 
verworfen werden. 
 
Ein Volumen PCR-Produkt (100 µl) wurde mit fünf Volumen PB-Puffer gemischt, das 
Gemisch auf QIAquick Säulen gegeben und diese auf „collection tubes“ gestellt. 
Anschließend wurde 60 sec. bei 13.000 Upm und RT zentrifugiert und die abzentrifugierte 
Flüssigkeit verworfen. Nach Zugabe von 0,75 ml PE-Puffer wurde noch zweimal je 60 sec. 
bei 13.000 Upm und RT zentrifugiert und die abzentrifugierte Lösung erneut verworfen. Die 
somit aufgereinigte DNA konnte aus der Membran der QIAquick-Säule durch 60 sec. 
Zentrifugation mit 13.000 Upm bei RT mit 50 µl TE-Puffer eluiert werden.  
 
2.4.2 Sequenzierung der PCR-Produkte 
 
Die Abschätzung der DNA-Konzentration des Eluats erfolgte durch Vergleich der 
Bandenstärke der aufgereinigten DNA mit der Bandenstärke einer gleich großen Menge 
100bp-Leiter nach elektrophoretischer Auftrennung auf einem 1%igen Agarosegel. 
 
Die anschließende Sequenzier-PCR wurde mit einem Reaktionsvolumen von 20 µl unter 
Verwendung von 80 ng gereinigtem PCR-Produkt durchgeführt. 
 
Reaktionsansatz für Sequenzier-PCR PCR-Programm 
 
Komponenten Menge  Schritt Temperatur Dauer 
PCR-Produkt 80 ng Denaturierung 96°C 10 sec 
Terminator Reaction Mix 1 4 µl Annealing 60°C  5 sec 
Primer (10 pmol/µl) 0,4 µl Extension 60°C 240 sec 
   25 Zyklen 2   
A. dest. (HPLC-gereinigt) ad 20 µl    
Gesamtvolumen 20 µl    
1 BigDyeTerminator Cycle Sequencing Kit  2  Ausnahme: PlGF Exon 1.1: 30 Zyklen 
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Die anschließende Ethanolfällung diente der Konzentrierung und Aufreinigung des aus der 
Sequenzier-PCR synthetisierten DNA-Produkts. Die 20 µl des PCR-Produktes wurden mit 80 
µl HPLC-gereinigtem Aqua dest. und 10 µl Natriumacetat (3 M, pH 4,8) versetzt und die 
DNA mit 250 µl absolutem Ethanol gefällt. Nach einer Zentrifugation von 30 min mit 14.000 
Upm bei RT wurde der Überstand verworfen, das Pellet mit 250 µl 70%igem Ethanol 
gewaschen und wieder 10 min bei RT mit 14.000 Upm zentrifugiert. Nach Entfernen des 
Überstandes wurde das Pellet getrocknet und in 4 µl Sequenzierpuffer gelöst. 
 
2.4.3 Automatisierte DNA-Sequenzierung 
 
Für die Gelelektrophorese der DNA-Sequenzierung wurde ein 5%iges Polyacrylamidgel/ 7M 
Harnstoff verwendet, bestehend aus: 
 
Komponenten Menge 
Harnstoff 21 g  
30%ige Acrylamid/Bisacrylamid-Lsg. (30:1) 8,4 ml 
10 x TBE 6 ml 
Aqua dest. (HPLC-gereinigt) 20 ml 
TEMED 20 µl 
 
 
Nachdem die Lösung entgast und gefiltert wurde, wurde sie nach Zugabe von 350 µl APS 
zwischen zwei gereinigte Glasplatten gegossen. Das auspolymerisierte Gel wurde in die 
Elektrophoresekammer des ABI PRISM 377 Genetic Analyzer eingespannt, und nach einem 
kurzen Gelvorlauf mit 1 x TBE Laufpuffer (2700 V, 50 mA, 40 W, 51°C) wurden die Proben 
aufgetragen und unter den gleichen Bedingungen wie der Vorlauf über eine Laufstrecke von 
36 cm über 8 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. 
 
Dabei wurde zuerst immer nur 1 µl einer 1:1 Verdünnung aus der gelösten DNA und dem 
Sequenzierpuffer aufgetragen, welche zuvor 5 min bei 94°C denaturiert und auf Eis gelagert 
wurde. Wenn das damit erzeugte fluoreszierende Signal zu schwach für eine Auswertung war, 
wurde eine größere Menge aufgetragen. Die Auswertung der einzelnen Spuren erfolgte 
mittels der ABI PRISMTM 377 Collection Software. 
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2.5 Restriktionsverdau 
 
Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die die DNA sequenzspezifisch durch 
Hydrolyse der Phosphorsäurediesterbindung spalten können. Man unterscheidet drei Arten 
von Restriktionsendonukleasen, wobei die Klasse II-Enzyme für die Molekularbiologie die 
weitaus größte Bedeutung haben. Meist erkennen Restriktionsenzyme zwischen vier und 
sechs Basenpaare einer DNA-Sequenz nur, wenn diese eine pallindromische Anordnung hat, 
d.h. wenn die Basenfolge in den beiden komplementären Strängen gleich ist. Die Hydrolyse 
kann dabei symmetrisch oder um bis zu vier Nukleotide versetzt ablaufen. 
 
Durch geeignete Wahl eines Restriktionsenzyms kann man sich diese Eigenschaft zur 
Bestätigung eines durch die Sequenzierung festgestellten Sequenzunterschiedes und zur 
Bestimmung der Häufigkeit in einem größeren Probenkollektiv zu Nutze machen. 
Voraussetzung hierfür ist, dass im Bereich der veränderten Basenfolge entweder im Wildtyp 
oder in der davon abweichenden Sequenz eine Schnittstelle vorhanden ist. Wenn dies nicht 
der Fall ist, muss unter Verwendung eines Mutageneseprimers erst eine Schnittstelle erzeugt 
werden. Dabei weicht der erzeugte Mutageneseprimer von der Original- oder der veränderten 
Sequenz in einer Base so ab, dass eine Erkennungsstelle in dem neu synthetisierten PCR-
Produkt entsteht, an der ein Restriktionsenzym wirken kann.  
 
 
2.5.1 Durchführung des Restriktionsverdaus 
 
Die Durchführung der Verdaue erfolgte anhand der vom Hersteller beigelegten Protokolle. 
Dazu wurde die DNA zunächst mittels PCR amplifiziert und dann nach folgendem Protokoll 
verdaut. Es wurden jeweils 15 µl PCR-Ansätze verwendet und für 3-4 h bei der angegebenen 
Temperatur inkubiert. 
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Reaktionsansatz für Restriktionsverdau mit: 
 
 TaqI 1 HpyCH4IV  2 NlaIII 3 
Komponenten  Volumen 1 Volumen 2 Volumen 3 
PCR-Produkt 5 µl 1 5 µl 2 5 µl 3 
Puffer  1,5 µl 1 1,5 µl 2 1,5 µl 3 
Enzym 10 U/µl 0,6 µl 1 0,6 µl 2 0,6 µl 3 
BSA 10 µg/µl - 1 - 2 0,8 µl 3 
Aqua bidest. 7,9 µl 1 7,9 µl 2 7,1 µl 3 
 
Gesamtvolumen  
 
15 µl 1 15 µl 2 15 µl 3 
Inkubation für 3-4 h bei 65°C 1 37°C 2 37°C 3 
 
1 TaqI, MBI Fermentas, St-Leon-Rot 
2 HpyCH4IV, New England Biolabs, Frankfurt/Main 
3 NlaIII, New England Biolabs, Frankfurt/Main 
 
  
 
 
Die mit dieser Methode verdauten Fragmente wurden zur Bestimmung der unterschiedlichen 
Fragmentlängen zusammen mit einer 50 bp-Leiter auf einem 10%igen Polyacrylamidgel mit 
5% Glycerol bei 250 V und RT über 1-2 h elektrophoretisch aufgetrennt und die DNA-
Banden mittels Silberfärbung dargestellt. 
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IV. Ergebnisse  
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die 7 Exons des PlGF-Gens zusammen mit der 
untranslatierten Region am 5´- und 3´- Ende sowie die 30 Exons der translatierten Region des 
FLT1-Gens auf Mutationen untersucht.  
 
Die Mutationsanalyse in den einzelnen Genabschnitten erfolgte in drei Schritten. Als erstes 
wurde eine SSCP mit vier unterschiedlichen Bedingungen als unspezifische Screening-
Methode durchgeführt. Trat dabei in mindestens einer Bedingung der SSCP ein „bandshift“ 
auf, d.h. ein vom Normalmuster abweichendes Bandenmuster, erfolgte eine Sequenzierung 
des betreffenden PCR-Produkts, um die Art und Lokalisation der Sequenzabweichung in der 
DNA genau zu bestimmen und somit Erkenntnisse über die mögliche Auswirkung auf die 
Translation zu erhalten. Anschließend erfolgte ein Restriktionsverdau, um die 
Sequenzabweichung zu bestätigen und die Frequenz der Variante im Patientenkollektiv und in 
einem Kontrollkollektiv zu bestimmen. 
 
Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse dieser Arbeit tabellarisch zusammengefasst 
worden. Bei den neu entdeckten Polymorphismen ist der verwendete Restriktionsverdau 
aufgelistet, mit dem die Sequenzierung bestätigt wurde, während bei den zuvor schon 
bekannten Polymorphismen die SNP ID-Nummer mit aufgeführt ist. 
 
PlGF  
Fragment 
SSCP Sequenzierung Position Restriktionsverdau 
bzw. SNP ID: 
1.1 2 Bandenmuster G / A 5´- untranslatiert TaqI 
4 2 Bandenmuster C / G Intron 4-5 rs2159907 
7.2 3 Bandenmuster A / T 3´- untranslatiert rs12411 
7.3 2 Bandenmuster Insertion A 3´- untranslatiert rs11455236 o. 
rs5089687 
 
Tab. 1. Durch Sequenzierung bestätigte Auffälligkeiten in der SSCP des PlGF-Gens 
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FLT1  
Fragment 
SSCP Sequenzierung Position Restriktionsverdau 
 
1.2 2 Bandenmuster C / A 5´- untranslatiert HpyCH4IV 
6 2 Bandenmuster C / T 3. Base der 260. AS  NLAIII 
 
Tab. 2. Durch Sequenzierung bestätigte Auffälligkeiten in der SSCP des FLT1-Gens 
 
 
1. Mutationsanalyse des PlGF-Gens 
 
Das PlGF-Gen besteht aus sieben Exons der Längen 410bp (Exon 1), 43bp (Exon 2), 197bp 
(Exon 3), 77bp (Exon 4), 30bp (Exon 5), 63bp (Exon 6) und 876bp (Exon 7). Das Startcodon 
der Translation befindet sich an Position 336-338 von Exon 1 und die Translation endet mit 
dem Stopcodon an Position 25-27 von Exon 7. Die 21 Aminosäuren, die bei PlGF-2 im 
Gegensatz zu PlGF vorkommen und der heparinbindenden Domäne des Wachstumsfaktors 
entsprechen, werden durch Exon 6 codiert. 
 
Da die Sensitivität der SSCP stark abnimmt, wenn das PCR-Produkt größer als 300bp ist, 
wurde Exon 1 in zwei Fragmente (PlGF 1.1 und 1.2) unterteilt, die sich um 66bp überlappten. 
Aus dem gleichen Grund wurde Exon 7 in vier Fragmente (PlGF 7.1, 7.2, 7.3 und 7.4) 
unterteilt, die sich jeweils um 56bp, 54bp bzw. 59bp überlappten. Mit der dabei gewählten 
Überlappung sollte erreicht werden, dass eventuelle Sequenzabweichungen an den Enden der 
PCR-Produkte, die mittels SSCP schlecht detektiert werden, nicht übersehen wurden. 
 
In der SSCP konnte in den Exons 2 und 6 kein auffälliges Bandenmuster gefunden werden, so 
dass diese beiden Exons nicht weiter untersucht wurden. Das vermutete „bandshift“ in Exon 3 
bei dem Patienten 23 und der Kontrolle 43 konnte ebenso wie das in Exon 5 bei den Patienten 
10, 11 und der Kontrolle 48 durch die folgende Sequenzierung nicht bestätigt werden. Es fand 
sich keine Sequenzabweichung vom Wildtyp im Bereich der Exons sowie der Exon/Intron-
Grenzen, so dass die Auffälligkeit außerhalb des untersuchten Bereichs liegen sollte. Die in 
Exon 1, Exon 4 und Exon 7 in der SSCP gefundenen Auffälligkeiten werden im Folgenden 
genauer beschrieben. 
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1.1 PlGF Exon 1 
 
In der SSCP des Fragments PlGF 1.1 wurde beim Patienten 29 ein auffälliges Bandenmuster 
entdeckt. Um die genaue Art der genomischen Variante zu bestimmen, wurden der Patient 29 
und die Kontrollperson 38 sequenziert.  
 
 
 
 a 
  
   
Abb. 4. a. SSCP von Exon 1.1 des PlGF-Gens 
Auffälligkeit bei Patient 29 
1 = Kontrolle 
2 = Kontrolle 38 
3 = Patient 29 
 
 b 
 
 c 
   
 Abb. 4. Sequenzierung b. des Patienten 29 und  
c. der Kontrolle 38 mit PlGF 1.1as Primer 
 zeigt bei b. einen heterozygoten 
Austausch G nach A, während c. dem 
Wildtyp G entspricht 
 
 
Die Sequenz des Patienten 29 unterscheidet sich von der Kontrolle durch einen heterozygoten 
Austausch von Guanin nach Adenin an der Position g. 105.965 (GI: 4680764) bzw. Cytosin 
nach Thymin an der Position c. 15 (GI: 50492045) im Bereich des 5´- untranslatierten 
Bereiches. Diese Variante (g. 105.965 G>A) ist bisher noch nicht beschrieben worden. 
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Die Mutationsbestätigung und die Frequenzbestimmung erfolgte durch einen 
Restriktionsverdau. Der Wildtyp mit der Sequenz TCGA wird durch das Restriktionsenzym 
TaqI erkannt und geschnitten, während durch die Variante TCAA die palindromische 
Sequenz verloren geht und dadurch das Enzym an dieser Stelle nicht wirken kann. 
 
 
 gctggacgc ctccctcact gctgccccga 
ggccccggcc ggtggtt cga gcatcttctg 
gaagccttgc ggagtcagga gcccgtaggt 
aaggctgtgg ctggggaacc cgacggggag 
cggcccggcg gggcggggcg ccgaggggca 
ggcgggtccc ggggatggtc cgtcgggcgc 
ccagtgccac tccaggtcct cccgtagctg 
ggcggccgtc cgT CGAtgca gtttcctccg 
cagacagcag ctcccttct  
 
Abb. 5. a.  Fragmente des Restriktionsverdaus 
von Exon 1.1 des PlGF-Gens mit 
TaqI 
Fragmente bei Patient 29 und 
Kontrolle 38 
Patient 29 
 
TCGA 
 
46bp        212bp   ´ 
Kontrolle 38 
 
TCAA 
 
46bp     176bp     36bp 
 
 
  
Abb. 5. b. Restriktionsverdau von Exon 1.1 des 
PlGF-Gens mit TaqI 
1 = Basenpaarleiter 
2 = Kontrolle 
3 = Patient 29 
4 = Kontrolle 38 
5 = Kontrolle 38 unverdaut 
 
 
 
 
Das 258bp lange PCR-Produkt wurde im Wildtyp in drei Fragmente der Längen 36bp, 46bp 
und 176bp geschnitten, während man bei der Variante nur zwei Fragmente der Längen 46bp 
und 212bp erhielt. 
 
 
 
 
 
IV. Ergebnisse 
- 51 - 
Um zu untersuchen, ob die Variante auch in einem Normalkollektiv vorhanden war und um 
die Häufigkeit der Variante zu bestimmen, wurde ein Restriktionsverdau mit allen 36 
Patienten, den 28 Kontrollpersonen sowie weiteren 50 Müttern und ihren 50 Kindern aus 
normalen Schwangerschaften durchgeführt. Die Variante wurde nur bei einem weiteren 
gesunden Kind im heterozygoten Zustand gefunden. 
 
 
 
PlGF 
Exon 1.1 
Patienten/ 
ARED 
Mütter 
(n=18) 
Patienten/ 
ARED 
Kinder 
(n=18) 
Kontrollen/ 
Mütter mit 
NOTCH 
(n=14) 
Kontrollen/ 
Kinder mit 
NOTCH 
(n=14) 
Kontrollen/ 
Mütter 
 
(n=50) 
Kontrollen/ 
Kinder 
 
(n=50) 
0 0 0 0 0 0 Homozygot 
A/A 
0/36 0/28 0/100 
1 0 0 0 0 1 Heterozygot 
A/G 1/36 0/28 1/100 
17 18 14 14 50 49 
Homozygot 
G/G 
35/36 28/28 99/100 
 
Tab. 3. Häufigkeit der Allele in Exon 1.1 des PlGF-Gens 
 
 
 
Da im Kontrollkollektiv gesunder Mütter und Kinder die genomische Variante auch 
identifiziert werden konnte, gehen wir davon aus, dass es sich um einen seltenen 
Polymorphismus handelt. 
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1.2 PlGF Exon 4  
 
In der SSCP des Exon 4 fielen zwei unterschiedliche Bandenmuster auf. Die Mehrzahl der 
Patienten und Kontrollen hatten das Normalmuster, während die Kontrollen 38, 45 und 46 ein 
auffälliges Muster aufwiesen. Um die genaue Art der genomischen Variante zu klären, 
wurden die DNA dieser drei Kontrollpersonen und weiterer Kontrollen sequenziert.  
 
 
 
 a 
 
   
Abb. 6. a. SSCP von Exon 4 des PlGF-Gens 
Auffälligkeit bei Kontrolle 45 
1 = Kontrolle 
2 = Kontrolle 51 
3 = Kontrolle 45 
 
 b 
 
 c 
   
 Abb. 6. Sequenzierung b. der Kontrolle 45 und  
c. der Kontrolle 51 mit PlGF 4s Primer 
 zeigt bei b. einen heterozygoten 
Austausch G nach C, während c. dem 
Wildtyp G entspricht 
 
 
Dabei stellte man fest, dass das auffällige Bandenmuster einem heterozygoten Austausch von 
Cytosin nach Guanin an Position g. 98.893 (GI: 4680764) im Intronbereich zwischen Exon 4 
und Exon 5 entspricht. Da dieser Polymorphismus schon bekannt war (SNP ID: rs2159907) 
und noch dazu im Intronbereich lag, wurden keine weiteren Versuche angeschlossen. 
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1.3 PlGF Exon 7  
 
1.3.1 PlGF Exon 7.2 
 
In der SSCP konnten im 3´- untranslatierten Bereich von Exon 7 im Fragment 7.2 drei 
verschiedene Bandenmuster identifiziert werden. Um die genaue genomische Sequenz den 
unterschiedlichen Mustern zuzuordnen, wurden die Kontrollpersonen 51 (Muster A), 59 
(Muster B) und 53 (Muster C) sequenziert, wobei aus der SSCP schon vermutet wurde, dass 
das Muster B durch Heterozygotie bedingt sein musste.  
 
 
 
 a 
   
    
Abb. 7. a. SSCP von Exon 7.2  
des PlGF-Gens 
1 = Kontrolle 51 
2 = Kontrolle 59 
3 = Kontrolle 53 
 
b 
 
c 
 
d 
    
 Abb. 7. Sequenzierung b. der Kontrolle 51, c. der Kontrolle 59 und 
d. der Kontrolle 53 mit PlGF 7.2s Primer 
 ist bei b. homozygot T/T, bei c. homozygot A/A und bei 
d. heterozygot T/A  
 
 
Die Sequenzierung bestätigte den Verdacht und ergab, dass das Muster A die Homozygoten 
A/A, das Muster B die Heterozygoten A/T und das Muster C die Homozygoten T/T an 
Position g. 92.742 (GI: 4680764) bzw. c. 1.211 widerspiegelten. Diese Variante war ebenso 
schon zuvor beschrieben (SNP ID: rs12411). 
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Da allein durch die SSCP-Gele anhand der drei Bandenmuster schon eine Unterscheidung 
zwischen den einzelnen Heterozygoten und den Homozygoten möglich war, wurden weitere 
50 Kontrollmütter und ihre 50 Kontrollkinder anhand von SSCP-Gelen mit Glycerol bei RT 
zur Frequenzbestimmung eingeteilt. 
 
 
 
PlGF 
Exon 7.2 
Patienten/ 
ARED 
Mütter 
(n=18) 
Patienten/ 
ARED 
Kinder 
(n=18) 
Kontrollen/ 
Mütter mit 
NOTCH 
(n=14) 
Kontrollen/ 
Kinder mit 
NOTCH 
(n=14) 
Kontrollen/ 
Mütter 
 
(n=50) 
Kontrollen/ 
Kinder 
 
(n=50) 
0 0 1 0 0 1 Homozygot 
T/T  
0/36 1/28 1/100 
6 2 1 4 11 13 Heterozygot 
A/T 8/36 5/28 24/100 
12 16 12 10 39 36 
Homozygot 
A/A 
26/36 22/28 75/100 
 
Tab. 4. Häufigkeit der Allele in Exon 7.2 des PlGF-Gens 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV. Ergebnisse 
- 55 - 
1.3.2 PlGF Exon 7.3 
 
In der SSCP vom Fragment 7.3 ist ein auffälliges Bandenmuster im 3´- untranslatierten 
Bereich von Exon 7 identifiziert worden. Zur genauen Bestimmung der genomischen Varianz 
wurden Patienten mit den beiden verschiedenen Bandenmustern sequenziert.  
 
 
 
 a 
  
   
Abb. 8. a. SSCP von Exon 7.3 des PlGF-Gens 
1 = Kontrolle 
2 = Kontrolle 39 
3 = Patient 1 
 
 b 
 
 c 
   
 Abb. 8. Sequenzierung b. des Patienten 1 und c. 
der Kontrolle 39 mit PlGF 7.3as Primer 
 ist bei b. bedingt durch eine 
heterozygote Insertion von T während  
c. homozygot TTTT entspricht 
 
 
Bei der Sequenzierung konnte man eine Heterogenität an Position g. 92.711 (GI: 4680764) 
bzw. 1.242 (GI:50492045) feststellen. Bei den Patienten 1 und 21 fand man eine 
Überlagerung von zwei Sequenzen. Die Insertion einer Base Thymin führte dazu, dass die 
Patienten heterozygot waren für die Sequenz TTT bzw. TTTT an der Position g. 92.708-
92.710 bzw. c. 1.243-1.245. Diese Variante ist schon zuvor beschrieben worden (SNP ID: 
rs11455236 bzw. rs5089687) und wurde nicht weiterverfolgt. Allerdings konnte die 
beschriebene Wildtyp-Sequenz TTT bei keiner Kontrolle homozygot sequenziert werden. 
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2. Mutationsanalysen des FLT1-Gens 
 
Das FLT1-Gen besteht aus 30 Exons der Längen 316bp (Exon 1), 97bp (Exon 2), 227bp 
(Exon 3), 125bp (Exon 4), 163bp (Exon 5), 137bp (Exon 6), 175bp (Exon 7), 118 (Exon 8), 
170 (Exon 9), 160 (Exon 10), 115bp (Exon 11), 109bp (Exon 12), 309 (Exon 13), 147 (Exon 
14), 132bp (Exon 15), 107bp (Exon 16), 133bp (Exon 17), 105bp (Exon 18), 114bp (Exon 
19), 89bp (Exon 20), 157bp (Exon21), 98bp (Exon 22), 123bp (Exon 23), 112bp (Exon 24), 
100bp (Exon 25), 106bp (Exon 26), 143bp (Exon 27), 85bp (Exon 28), 95bp (Exon 29) und 
1713bp (Exon 30). 
 
Die Translation beginnt an Position 249-252 von Exon 1 und endet mit dem Stopcodon an 
Position 200-202 von Exon 30. Die 758 AS der extrazellulären Domäne werden durch die 
Exons 1-16 kodiert, die 22 AS der transmembranären Domäne durch Exon 16 und die 558 AS 
der zytoplasmatischen Domäne durch die Exons 16-30. 
 
Ähnlich wie bei PlGF wurden drei Exons in zwei Fragmente unterteilt, um PCR-Produkte zu 
erhalten, die nicht viel größer als 300bp waren. Dabei wurde Exon 1 in zwei Fragmente 
(FLT1 1.1 und 1.2) unterteilt, die sich um 64bp überlappten, ebenso Exon 13 in zwei 
Fragmente (FLT1 13.1 und 13.2), die sich um 74bp überlappten und schließlich Exon 30 
ebenso in zwei Fragmente (FLT1 30.1 und 30.2), die sich um 52bp überlappten.  
 
In den meisten Exons sahen die Banden der SSCP innerhalb eines Exons gleich aus, so dass 
mit dieser Methode kein Verdacht auf eine veränderte Sequenz bestand und diese Exons nicht 
weiter untersucht wurden. Das vermutete „bandshift“ im Exon 19 bei den Patienten 13 und 
19, im Exon 27 bei den Patienten 2 und 8, im Exon 29 beim Patienten 2 sowie im Exon 30.2 
beim Patienten 2 konnte durch die anschließend durchgeführten Sequenzierungen nicht 
bestätigt werden. Da sich keine Sequenzabweichung vom Wildtyp im Bereich der Exons 
sowie der Exon/Intron-Grenzen fand, musste die Auffälligkeit außerhalb des untersuchten 
Bereichs liegen. 
 
Die in Exon 1 und Exon 6 in der SSCP gefundenen Auffälligkeiten werden im Folgenden 
genauer beschrieben. 
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2.1 FLT1 Exon 1 
 
In der SSCP von Fragment FLT1 1.2 wurde beim Patienten 12 sowie bei den Kontrollen 46, 
61 und 62 ein auffälliges Bandenmuster gefunden. Der Patient und auch weitere Kontrollen 
wurden sequenziert, um die genaue Sequenz der beiden Muster zu bestimmen.  
 
 
 
 a 
  
   
Abb. 9. a. SSCP von Exon 1.2 des FLT1-Gens 
1 = Kontrolle 
2 = Kontrolle 50 
3 = Patient 12 
 
 b 
 
 c 
   
 Abb. 9. Sequenzierung b. des Patienten 12 und 
c. der Kontrolle 50 mit FLT1 1.2as 
Primer 
 ist bei b. bedingt durch einen 
heterozygoten Austausch von Cytosin 
nach Adenin, während c. dem Wildtyp C 
entspricht 
 
 
Das auffällige Muster entsprach einem heterozygoten Austausch von Cytosin nach Adenin an 
der Position g. 10.049.032 (GI: 37546841) bzw. Guanin nach Thymin an Position c. 199 (GI: 
32306519) im 5´- untranslatierten Bereich. Diese Variante (g. 10.049.032 C>A) ist bisher 
noch nicht beschrieben worden. 
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Zur Mutationsbestätigung und um die Häufigkeit zu bestimmen, erfolgte ein 
Restriktionsverdau. Da weder in der Wildtypsequenz noch in der davon abweichenden 
Sequenz eine pallindromische Sequenz vorhanden war, musste diese mit Hilfe des 
Mutageneseprimers FLT1 1.2s mut (siehe Anhang) generiert werden. Dadurch entstand im 
Wildtyp mit der Sequenz ACGT eine Schnittstelle für das Restriktionsenzym HpyCH4IV.  
 
 
   agccgcg cctcacctgt gagaagcaga 
cagctgagca gcgcgcacag caggaccccg 
gtgtcccagt agctgaccat ggtgagcgcg 
acgcggcctg ctcgcccggt gcccgcgctc 
cccgcggcca A CGTcccggc cgccagagtc 
cgtcctctcg tt 
 
Patient 12 
 
ACGT 
 
        159bp  
Kontrolle 50 
 
AAGT 
 
   128bp         31bp 
 
Abb. 10. a.  Fragmente des Restriktionsverdaus 
von Exon 1.2 des FLT1-Gens mit 
HpyCH4IV  
Fragmente bei Patient 12 und 
Kontrolle 50 
  
Abb. 10. b. Restriktionsverdau von Exon 1.2 des 
FLT1-Gens mit HpyCH4IV 
1 = Basenpaarleiter 
2 = Kontrolle 50  
3 = Patient 12 
4 = Patient 12 unverdaut 
 
 
 
 
Das 159bp lange PCR-Produkt wird im Wildtyp in zwei Fragmente der Längen 31bp und 
128bp geschnitten, während man bei der Variante keine Schnittstelle hat. 
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Um zu untersuchen, ob die Variante auch in einem Normalkollektiv vorhanden war und um 
die Häufigkeit der Variante zu bestimmen, wurde ein Restriktionsverdau mit allen 36 
Patienten, den 28 Kontrollpersonen sowie weiteren 50 Müttern und ihren 50 Kindern aus 
normalen Schwangerschaften durchgeführt. Die Variante wurde bei drei gesunden Müttern 
sowie drei gesunden Kindern im heterozygoten Zustand gefunden. 
 
 
 
FLT1 
Exon 1.2 
Patienten/ 
ARED 
Mütter 
(n=18) 
Patienten/ 
ARED 
Kinder 
(n=18) 
Kontrollen/ 
Mütter mit 
NOTCH 
(n=14) 
Kontrollen/ 
Kinder mit 
NOTCH 
(n=14) 
Kontrollen/ 
Mütter 
 
(n=50) 
Kontrollen/ 
Kinder 
 
(n=50) 
0 0 0 0 0 0 Homozygot 
A/A  
0/36 0/28 0/100 
1 1 1 2 3 3 Heterozygot 
A/C 2/36 3/28 6/100 
17 17 13 12 47 47 
Homozygot 
C/C 
34/36 25/28 94/100 
 
Tab. 5. Häufigkeit der Allele in Exon 1.2 des FLT1-Gens 
 
 
 
Da im Kontrollkollektiv gesunder Mütter und Kinder die genomische Variante auch 
identifiziert werden konnte, gehen wir davon aus, dass es sich um einen Polymorphismus 
handelt. 
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2.2 FLT1 Exon 6  
 
In der SSCP von Exon 6 wurde beim Patient 10 und bei den Kontrollpersonen 35, 44, 49 und 
50 ein auffälliges Bandenmuster entdeckt. Zur genauen Bestimmung der genomischen 
Variante wurden der Patient und weitere unauffällige Kontrollpersonen sequenziert.  
 
 
 
 a 
  
   
Abb. 11. a. SSCP von Exon 6 des FLT1-Gens  
1 = Kontrolle 
2 = Kontrolle 51 
3 = Patient 10 
 
 b 
 
 c 
   
 Abb. 11. Sequenzierung b. des Patienten 10 und  
c. der Kontrolle 51 mit FLT1 6s Primer 
 ist bei b. bedingt durch einen 
heterozygoten Austausch von Guanin 
nach Adenin, während c. dem Wildtyp G 
entspricht 
 
 
Die Auffälligkeit bestätigte sich bei der Sequenzierung und entsprach einem heterozygoten 
Austausch von Cytosin nach Thymin an Position g. 9.987.989 (GI: 37546841) bzw. Guanin 
nach Adenin an Position g. 1.029 (GI: 32306519). Diese Variante (g. 9.987.989 C>T) wurde 
bisher noch nicht beschrieben. 
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Zur Mutationsbestätigung und zur Bestimmung der Frequenz wurde anschließend ein 
Restriktionsverdau durchgeführt. Da weder in Wildtypsequenz noch in der davon 
abweichenden Sequenz eine pallindromische Sequenz vorhanden war, musste diese mit Hilfe 
des Mutageneseprimers FLT1 6as mut (siehe Anhang) erst mal erzeugt werden. Zur Erhöhung 
der Spezifität des Produktes als auch um die Produktmenge zu steigern, wurde eine „nested 
PCR“ durchgeführt. Dabei wurde als Template 1 µl einer 1:100 Verdünnung der zuvor mit 
den Primern FLT1 6s und 6as durchgeführten PCR eingesetzt.  
In der vom Wildtyp abweichenden Sequenz entstand dadurch eine Schnittstelle CATG für das 
Restriktionsenzym NlaIII.  
 
 
aactccaggt catttgaact CACG tgttca 
agggagtggt agcagtacaa ttgaggacaa 
gagtatggcc tctaagtaat ttgactgggc 
gtggtgtgct tatttggaca tctatgattg 
tattggctgc aagcataaga gagaaatttt 
ttaaaattaa gatttcatta cacagataaa 
aatacagagc acttcggc 
 
Abb. 12. a. Fragmente des Restriktionsverdaus 
von Exon 6 des FLT1-Gens  
mit NlaIII 
Fragmente bei Kontrolle 51 und 
Kontrolle 50 
Patient 10 
 
CATG 
 
24bp           174bp     . 
 
Kontrolle 51 
 
CACG 
 
  198bp         . 
 
  
Abb. 12. b. Restriktionsverdau von Exon 6 des 
FLT1-Gens mit NlaIII 
1 = Basenpaarleiter 
2 = Kontrolle 
3 = Kontrolle 51 unverdaut 
4 = Kontrolle 51 
5 = Patient 10 
 
 
 
 
 
Das 198bp lange PCR-Produkt Patient wurde beim Wildtyp nicht geschnitten, während man 
bei der abweichenden Sequenz zwei Fragmente der Längen 24bp und 174bp erhielt. 
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Um zu untersuchen, ob die Variante auch in einem Normalkollektiv vorhanden war und um 
die Häufigkeit der Variante zu bestimmen, wurde ein Restriktionsverdau mit allen 36 
Patienten, den 28 Kontrollpersonen sowie weiteren 50 Müttern und ihren 50 Kindern aus 
normalen Schwangerschaften durchgeführt. Die Variante wurde bei drei gesunden Müttern 
und einem gesunden Kind im heterozygoten Zustand gefunden. 
 
 
 
FLT1 
Exon 6 
Patienten/ 
ARED 
Mütter 
(n=18) 
Patienten/ 
ARED 
Kinder 
(n=18) 
Kontrollen/ 
Mütter mit 
NOTCH 
(n=14) 
Kontrollen/ 
Kinder mit 
NOTCH 
(n=14) 
Kontrollen/ 
Mütter 
 
(n=50) 
Kontrollen/ 
Kinder 
 
(n=50) 
0 0 0 0 0 0 Homozygot 
T/T  
0/36 0/28 0/100 
1 0 2 2 3 1 Heterozygot 
T/C 1/36 4/28 4/100 
17 18 12 12 47 49 
Homozygot 
C/C 
35/36 24/28 96/100 
 
Tab. 6. Häufigkeit der Allele in Exon 6 des FLT1-Gens 
 
 
 
Da im Kontrollkollektiv gesunder Mütter und Kinder die genomische Variante auch 
identifiziert werden konnte, gehen wir davon aus, dass es sich um einen seltenen 
Polymorphismus handelt. 
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V. Diskussion  
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifikation von Mutationen im Wachstumsfaktor 
PlGF und seinem Rezeptor FLT1 bei Patientinnen und ihren Kindern mit IUGR und 
fehlendem oder reversem enddiastolischen (ARED) Blutfluss in der A. umbilicalis. Von 
Kingdom und Kaufmann (1999) wurde postuliert, dass die Wachstumsfaktoren PlGF und 
VEGF und ihre Rezeptoren für die pathologische Angiogenese der Plazenten verantwortlich 
sind 72. Es wurden insgesamt 36 Patienten, 18 Mütter und ihre 18 Kinder, auf Mutationen in 
beiden Genen untersucht. Diesem Patientenkollektiv ist eine reduzierte fetoplazentare 
Zirkulation gemeinsam und es zeigt ähnliche histologische Befunde der Plazenten. Die 
Patienten wurden mit 28 Kontrollpersonen, 14 Mütter und ihre 14 Kinder, mit IUGR und 
beeinträchtigter uteroplazentarer Durchblutung, jedoch erhaltenem enddiastolischen 
umbilikalen Blutfluss, verglichen. 
 
 
1. Sensitivität der angewandten Methoden 
 
1.1 PCR  
 
Die in dieser Arbeit verwendeten molekulargenetischen Screeningmethoden basieren auf der 
Untersuchung von PCR-Produkten. Zuerst wurden für die einzelnen Exons der beiden 
untersuchten Gene sequenzspezifische Primer gewählt und die optimalen PCR-Bedingungen 
durch Modifikation eines Standard-PCR-Programms etabliert. Zur Optimierung der 
Produktmenge und um unspezifische Amplifikationen zu verhindern, erfolgte eine 
schrittweise Veränderung der Annealingtemperatur, der Dauer der einzelnen PCR-Schritte 
sowie der Zyklenzahl. Bei Problemfällen, vor allem in den untranslatierten Regionen, mussten 
dennoch teilweise Primer neu synthetisiert und die PCR erneut etabliert werden. Zusätzlich 
wurde in diesen Fällen die Menge der eingesetzten genomischen DNA erhöht und die MgCl2-
Konzentration variiert. Ebenso konnten durch die Zugabe von Q-Solution (Qiagen) bessere 
PCR-Ergebnisse geschaffen werden.  
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1.2 SSCP 
 
Mittels SSCP erfolgte ein unspezifisches Mutationsscreening des Patientenkollektives. Bei 
der Größe der beiden Gene ist es sinnvoll, durch eine Voruntersuchung der kodierenden 
Sequenz der Gene mittels SSCP und anschließender Sequenzierung auffälliger PCR-Produkte 
eine höhere Effizienz bei der Detektion von Mutationen bei gleichzeitig kosteneffektiverer 
Arbeitsweise zu erzielen. Dabei hängt die Sensitivität der Methode von der Fragmentgröße 
und den Laufbedingungen ab. Sheffield et al. (1993) berichteten, dass bei einer Größe der 
PCR-Produkte von 200 bis 300bp auf diese Weise eine Detektionsrate von bis zu 90% 
erreicht werden kann 126. Um diesem Wert möglichst nahe zu kommen, wurde die 
Gelelektrophorese der Fragmente unter vier unterschiedlichen Bedingungen durchgeführt. Die 
Abnahme der Sensitivität bei größeren Fragmenten wurde schon bei der Wahl der Primer 
berücksichtigt, so dass die Exons 1 und 7 des PlGF-Gens, ebenso wie die Exons 1, 13 und 30 
des FLT1-Gens in mehrere kleinere Fragmente geteilt untersucht wurden.  
 
Außerdem hängt die Detektionsrate von der Lage der Mutation im Fragment ab. In der Nähe 
der Fragmentenden gelegene Mutationen können sich, durch geringere 
Konformationsänderungen und der daraus resultierenden geringeren Abweichung der 
Bandenmuster von der Wildtypsequenz, der Detektion mittels SSCP entziehen. Um diesen 
Einfluss auf die Exon und Exon/Intron- Grenzen möglichst gering zu halten, wurden im 
Intron gelegene Primer ausgewählt, so dass für die meisten Fragmente eine Länge von 
ungefähr 250bp resultierte. Dennoch konnten wir nicht verhindern, dass die Bandenmuster der 
SSCP nicht bei allen Exons gleich gut zu interpretieren waren. Vor allem die Fragmente aus 
den 5´- und 3´- untranslatierten Regionen, welche sich schon in der Etablierung der PCR als 
problematisch erwiesen, führten zum Teil zu unscharfen Bandenmustern. 
 
Im gesamten Patienten- und Kontrollkollektiv konnten durch die SSCP insgesamt sechs 
Polymorphismen identifiziert werden, vier bei PlGF und zwei bei FLT1. Weitere auffällige 
Bandenmuster konnten durch die anschließende Sequenzierung nicht bestätigt werden. Der 
beschriebene Polymorphismus (SNP ID: rs2296189) in Exon 24 von FLT1 verursachte im 
Bandenmuster der SSCP keine Auffälligkeit und entzog sich dadurch unserer Detektion, 
ebenso wie eventuell andere seltene Polymorphismen aus dem kodierenden oder aus dem 
Intron- Bereich des Gens. 
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1.3 Sequenzierung  
 
Bei einem auffälligen Bandenmuster in mindestens einer der vier durchgeführten SSCP- 
Bedingungen wurde anschließend eine Sequenzierung durchgeführt, um die Art und 
Lokalisation der Sequenzabweichung in der DNA genau zu bestimmen. Dabei konnten die 
vermuteten Basenabweichungen in den Exons 3 und 5 von PlGF sowie in den Exons 19, 27, 
29 und 30.2 von FLT1 nicht bestätigt werden. Die Begründung für die in der SSCP 
auffälligen, in der Sequenzierung jedoch unauffälligen Proben könnte sein, dass die 
abweichende Basenfolge außerhalb des untersuchten sequenzierten Bereichs lag, der die 
Exons und Intron/Exon- Grenzen umfasste.  
 
Im untersuchten Bereich wurden mittels Sequenzierung vier Polymorphismen im PlGF-Gen 
identifiziert, wobei die drei bereits beschriebenen im Intronbereich und im 3´- untranslatierten 
Bereich lagen. Der vierte bisher noch nicht beschriebene Polymorphismus (g. 105.965 G>A) 
lag im 5´- untranslatierten Bereich von PlGF. Für FLT1 konnten ebenso zwei 
Polymorphismen (g.10.049.032 C>A und g. 9.987.989 C>T) identifiziert werden, die beide 
noch nicht beschrieben sind, einer im 5´- untranslatierten Bereich und einer an der dritten 
Position des Basentripletts der 260. Aminosäure. 
 
 
1.4 Restriktionsverdau  
 
Außer der Sequenzierung ist der Restriktionsverdau als eine weitere Methode des direkten 
Mutationsnachweises, in der vorliegenden Arbeit verwendet worden. Der Restriktionsverdau 
wurde eingesetzt, um eine zuvor in der Sequenzierung bestimmte Sequenzabweichung zu 
bestätigen und um die Häufigkeit in Kontrollkollektiven zu ermitteln. Dabei konnten alle noch 
nicht beschriebenen Polymorphismen in beiden Genen mittels Verdau bestätigt werden.  
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2. Angiogenese der Plazenta 
 
2.1 Intraplazentare Sauerstoffkonzentration 
 
Die intraplazentare Sauerstoffkonzentration (pO2) ist ein wichtiger Parameter bei der 
Regulation der fetoplazentaren Angiogenese 65,72. Sie hängt zum einen von der Oxygenierung 
der Plazenta durch die uteroplazentaren Gefäße und zum anderen von der Sauerstoffextraktion 
durch die fetoplazentare Zirkulation ab. Bei maternaler Anämie (präplazentare Hypoxie) 
sowie bei beeinträchtigter uteroplazentarer Durchblutung, wie z.B. bei IUGR mit PED-Flow 
(uteroplazentare Hypoxie), sinkt die intraplazentare Sauerstoffkonzentration. Dagegen steigt 
sie signifikant an, wenn die fetoplazentare Zirkulation reduziert ist, wie z.B. bei IUGR mit 
ARED-Flow (postplazentare Hypoxie). Da die intraplazentare Sauerstoffkonzentration 
wiederum unter anderem die fetoplazentare Angiogenese reguliert, induziert niedriger pO2 
„branching angiogenesis“ mit konsekutiver Reduktion des fetoplazentaren 
Gefäßwiderstandes. Hoher pO2 stimuliert dagegen „non-branching angiogenesis“, die über 
einen Anstieg des fetoplazentaren Gefäßwiderstands zu einem „Circulus vitiosus“ mit den 
konsekutiven Komplikationen führt.  
 
 
Abb. 13. Circulus vitiosus bei IUGR mit ARED-Flow 
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Abb. 14.  Angiogenese der Zottenkapillaren in Abhängigkeit von der villösen 
Sauerstoffkonzentration aus Kingdom und Kaufmann (1999) modifiziert. 
a) Regelhafte Angiogenese (mitte), b) Mangelhafte Verzweigung der Kapillaren der 
Intermediärzotten und ungenügende Kapillarisierung der Terminalzotten bei IUGR mit 
ARED-Fluss der A. umbilicalis (oben), c) Vermehrte Verzweigung der Kapillaren der 
Intermediärzotten und Hyperkapillarisierung bei IUGR mit PED-Fluss in der A. umbilicalis 
(unten) 
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2.2 Einteilung des Patienten- und Kontrollkollektivs 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde als Patientenkollektiv eine Gruppe von Müttern und ihren 
Kindern mit IUGR und ARED-Flow als Vertreter der postplazentaren Hypoxie mit einem 
Kontrollkollektiv von Müttern und ihren Kindern mit IUGR und PED-Flow als Vertreter der 
uteroplazentaren Hypoxie verglichen. Diese Einteilung wurde gewählt, um den vermuteten 
unterschiedlichen Ursprung der fetalen Hypoxie zu berücksichtigen. Wir erhofften uns, auf 
diese Weise, die Pathogenese der fetalen Hypoxie besser klären zu können als durch einen 
unselektiven Vergleich von IUGR Schwangerschaften mit komplikationslosen 
Schwangerschaften. In beiden Probandengruppen wurde die Schwangerschaft dabei zum Teil 
durch eine Präeklampsie bzw. ein HELLP-Syndrom kompliziert. Die Rate dieser HES war in 
beiden Kollektiven vergleichbar. 
 
 
2.3 Bedeutung von PlGF und FLT1 für die Angiogenese der Plazenta  
 
Viele Studien deuten darauf hin, dass die VEGF-Familie und ihre Rezeptoren eine besondere 
Rolle bei der Angiogenese in der Schwangerschaft spielen. In der menschlichen Plazenta wird 
VEGF in den Zotten und maternalen Deziduazellen während des 1. Trimenons exprimiert 28. 
VEGF kann im Plasma der Mutter ab der 6. SSW bestimmt werden und erreicht am Ende des 
1. Trimenons sein Konzentrationsmaximum 37. Die Expression von VEGF durch villöse 
Trophoblasten nimmt im Verlauf der Schwangerschaft dann wieder ab 67. Während der Phase 
der „branching angiogenesis“ zeigt die Plazenta somit eine hohe VEGF- und moderate PlGF- 
Expression. Im Verlauf der Schwangerschaft kommt es bei der Phase der „non-branching 
angiogenesis“ zu einem steilen Abfall von VEGF, während die PlGF-Expression nur langsam 
abfällt und somit die erhöhte intraplazentare Sauerstoffkonzentration und PlGF das 
Geschehen dominieren 10, 65, 73. Menschliche Zotten, die unter zunehmenden 
Sauerstoffkonzentrationen (0-40%) gezüchtet werden, zeigen eine Hochregulierung von PlGF 
mRNA und gleichzeitig eine Hemmung von VEGF mRNA 67. Bei IUGR mit ARED-Flow 
wird ebenso vermehrt PlGF sowie vermindert VEGF in der Plazenta gefunden 84.  
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So scheint die Interaktion von VEGF mit KDR „branching angiogenesis“ zu induzieren, 
während die „non-branching angiogenesis“ das Resultat der Interaktion von PlGF mit FLT1 
ist 14, 71. Das korreliert auch mit den Befunden, dass KDR vermehrt während der frühen, FLT1 
jedoch während der späteren Schwangerschaft exprimiert wird. Die Verschiebung des 
Gleichgewichtes von VEGF zu PlGF könnte den Wechsel in der Gefäßentwicklung der 
Zotten in einen „non-branching“ Typ erklären, der für die Bildung der Terminalzotten 
notwendig ist 67. 72. 
 
 
2.3.1 Mögliche Auswirkungen von Mutationen der Gene PlGF und FLT1 
 
Wir vermuteten, dass Mutationen im PlGF- oder im FLT1-Gen ein ätiologischer Faktor für 
die Entwicklung einer „Intrauterinen Wachstumsretardierung mit ARED-Flow“ sein könnte. 
So sind viele Modelle denkbar, wie eine Mutation der beiden Gene zu einer Beeinflussung der 
Angiogenese der Plazenta führen könnte:  
 
Bedingt durch vermehrte Expression des Wachstumsfaktors PlGF und seines Rezeptors FLT1 
könnte eine Dominanz von „non-branching angiogenesis“ resultieren mit dem konsekutiven 
klinischen und pathologischen Korrelat. So postulierten Maglione et al. (1993), dass die 
Expression vom PlGF eventuell durch ein „open reading frame“ stromaufwärts der 
kodierenden Region der PlGF mRNA auf post-transkriptioneller Ebene reguliert wird. Dieses 
offene Leseraster könnte für ein aus 15 Aminosäuren bestehendes Peptid kodieren und als 
translationsinhibitorisches Element fungieren 86. Eine Mutation in diesem Element könnte 
eine Erklärung für die vermehrte Expression PlGF bei ARED-Schwangerschaften sein mit der 
Verschiebung des Gleichgewichts der Wachstumsfaktoren von VEGF zu PlGF.  
 
Andererseits können Mutationen auch zu einer Veränderung der Interaktion der 
Wachstumsfaktoren PlGF und VEGF mit FLT1 führen. Dies könnte unter anderem darauf 
beruhen, dass durch Mutationen von Aminosäuren - mit essentieller Bedeutung für die 
Interaktion der Liganden mit dem Rezeptor - die spezifische Ligandenerkennung der 
Wachstumsfaktoren an den Rezeptor beeinträchtigt oder die Bindungsaffinität herabgesetzt 
wird. So wurde berichtet, dass die Aminosäuren Asp72 und Glu73 im PlGF eine essentielle 
Rolle bei der Bindung an FLT1 einnehmen. Eine Mutation beider Aminosäuren führte in vitro 
dazu, dass PlGF nicht an FLT1 binden konnte.  
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Auch für andere Aminosäuren wie Gln27, Asp84, Pro98 und Tyr100 konnte gezeigt werden, 
dass eventuelle Mutationen zu einer verminderten Bindungsaktivität führen 35. Mutationen 
anderer Aminosäuren könnten auch dazu führen, dass die Dissoziation vom PlGF von seinem 
Rezeptor erschwert und dadurch die Wirkung des Wachstumsfaktors potenziert wird. In 
wieweit solche Mutationen eine Rolle spielen, muss durch weitere Forschungsarbeiten noch 
untersucht werden.  
 
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Deletion in der dritten extrazellulären Domäne 
des FLT1- Gens zu einer Minderung der Bindungsaffinität von PlGF an FLT1 um den Faktor 
500 bzw. von VEGF an FLT1 um den Faktor 50 führen soll, während die zweite Domäne für 
die spezifische Ligandenerkennung verantwortlich ist 8, 27. Es ist deswegen auch vorstellbar, 
dass es in vivo Mutationen gibt, die zu einer veränderten Spleißvariante mit Deletion dieser 
Domänen und somit zu einer Verminderung der Wirkung der Wachstumsfaktoren führen. 
 
Eine weitere Möglichkeit wäre eine veränderte FLT1-Genaktivität durch Mutationen im 
Bereich des von Ikeda et al. (1996) beschriebenen Promotors (siehe II.6.3). Die 
Promotorregion enthält verschiedene transkriptionsregulierende Elemente. Mutationen des 
ETS-Motivs, als positiver Regulator der Transkription, könnten zum Beispiel ebenso wie 
Veränderung des Transkriptionsfaktors ETS zu einer Veränderung der Expression von FLT1 
führen. Weiterhin sollten auch mögliche Mutationen einer Bindungsstelle für den Hypoxia 
Inducible Factor (HIF) und des Faktors selber in zukünftigen Studien berücksichtigt werden. 
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3. Ergebnisse der Mutationsanalyse 
 
3.1 Varianten im PlGF-Gen 
 
In der vorliegenden Arbeit konnten vier Varianten im PlGF-Gen identifiziert werden, von 
denen drei schon zuvor beschrieben worden waren. Die bislang noch nicht beschriebene 
Variante (g. 105.965 G>A) lag im 5´- untranslatierten Bereich an Position g. 15 (GI: 
50492045) und entsprach einem heterozygoten Austausch von Guanin nach Adenin. Sie 
konnte durch einen Verdau mit dem Restriktionsenzym TaqI bestätigt werden. Bei unserem 
Patientenkollektiv konnten wir diese nur bei einem Patienten (Pat.29) finden, einer Mutter mit 
IUGR und ARED-Fluss. Da die Variante auch bei einem Kontrollkind aus einer gesunden 
Schwangerschaft im heterozygoten Zustand gefunden wurde, gehen wir davon aus, dass es 
sich um einen seltenen Polymorphismus handelt. Über eine mögliche Auswirkung dieses 
Polymorphismus in der 5´- untranslatierten Region auf die Expression von PlGF kann zur 
Zeit keine Aussage gemacht werden. 
 
In dem von Maglione et al. (1993) postulierten „open reading frame“ 86 des PlGF-Gens 
haben wir in unserem Patienten- und Kontrollkollektiv keine Mutation nachweisen können. 
Solche Mutationen könnten dennoch für die vermehrte Expression von PlGF bei einem Teil 
der Patienten eines größeren Kollektivs mit IUGR und ARED-Flow verantwortlich sein. 
 
Der bereits beschriebene Polymorphismus (SNP ID: rs2159907) im Intronbereich zwischen 
Exon 4 und Exon 5 wurde bei drei Kontrollpersonen mit IUGR und PED-Flow bestätigt. Das 
„bandshift“ in der SSCP wurde durch diesen Polymorphismus im Intronbereich verursacht, da 
eine Mutation im Exon 4 und in der Exon/Intron-Grenze ausgeschlossen werden konnte. In 
unserem Patientenkollektiv war dieser Polymorphismus jedoch nicht nachweisbar. Es ist 
bekannt, dass Mutationen im Intron kryptische Spleißstellen aktivieren können 136. Ob dies 
bei dem Polymorphismus relevant ist, kann jedoch zur Zeit nicht geklärt werden. 
 
Die beiden weiteren Polymorphismen (SNP ID: rs12411 und rs11455236 oder rs5089687), 
die bei unserem Patientenkollektiv im PlGF-Gen auftraten, sind ebenso zuvor schon 
beschrieben und liegen in der 3´- untranslatierten Region. Es ist denkbar, dass diese 
Auswirkung auf die Expression von PlGF haben, bisher ist allerdings noch nichts über einen 
möglichen Mechanismus berichtet worden. 
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In den von Errico et al. (2004) beschriebenen für die Ligandenbindung relevanten 
Aminosäuren 35 haben wir in unserem Patientenkollektiv auch keine Sequenzabweichung in 
der DNA entdecken können. Es ist auch durch keine andere Forschungsgruppe bisher eine 
Mutation oder Polymorphismus im kodierenden Bereich des PlGF-Gens beschrieben worden. 
Daher sind solche Mutationen auch in vivo noch nicht nachgewiesen worden.  
 
 
3.2 Varianten im FLT1-Gen 
 
Im FLT1-Gen konnten in unserer Arbeit zwei Varianten identifiziert werden, die beide noch 
nicht beschrieben waren. Eine Variante (g. 10.049.032 C>A) lag in der 5´- untranslatierten 
Region vom FLT1-Gen und entsprach einem heterozygoten Austausch von Cytosin nach 
Adenin. Diese konnte durch einen Verdau mit dem Restriktionsenzym HpyCH4IV bestätigt 
werden. Da sowohl unter den Patienten mit IUGR und ARED-Flow, den Kontrollen mit 
IUGR und PED-Flow als auch unter Kontrollpersonen aus gesunden Schwangerschaften diese 
Variante vorkam, gehen wir davon aus, dass es sich um einen Polymorphismus handelt. Da er 
sich in der 5´- untranslatierten Region befindet, ist es nicht möglich, eine Aussage über dessen 
Relevanz zu treffen. 
 
Die zweite Variante (g. 9.987.989 C>T), die identifiziert werden konnte, entspricht einem 
heterozygoten Austausch der 3. Base, der sogenannten „Wobblebase“ der 260. Aminosäure 
Threonin von Cytosin nach Thymin. Dieser Polymorphismus, der sowohl in beiden 
Probandenkollektiven als auch in einer Kontrollgruppe identifiziert werden konnte, wurde 
durch einen Verdau mit dem Restriktionsenzym NlaIII bestätigt. Da die Aminosäure an 
Position 260 durch die ersten beiden Basen schon festgelegt wird, hat eine Variante dieser 
dritten Base keine Auswirkung auf die Transkription und damit auf die Proteinstruktur.  
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4. Ausblick  
 
In der vorliegenden Studie konnten keine relevanten Mutationen identifiziert werden, die zu 
einer Änderung der Aminosäurensequenz von PlGF und FLT1 führen. Durch die limitierte 
Anzahl der Patienten kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass bei einem größeren 
Patientenkollektiv solche vorhanden sind. Es wird interessant sein zu sehen, ob in größeren 
Studien solche Mutationen identifiziert werden können.  
 
Weiterhin sollte man die bisher bekannten Faktoren untersuchen, welche die Expression der 
beiden Gene beeinflussen. So könnte eine Mutationsanalyse der Promotorregion des FLT1-
Gens ebenso wie eine Untersuchung der Transkriptionsfaktoren ETS und des Hypoxia 
Inducible Factors hilfreich sein, die Pathogenese der intrauterinen Wachstumsretardierung 
mit ARED-Flow besser zu verstehen.  
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VI. Zusammenfassung 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Mutationen in den Genen PlGF und FLT1 zu 
identifizieren, die einen Einfluss auf die Expression und/oder Struktur des Wachstumsfaktors 
und seines Rezeptors haben könnten. Bei dem Patientenkollektiv handelte es sich um eine 
Gruppe von 18 Müttern und ihren 18 Kindern, die eine IUGR mit ARED-Flow im Doppler 
der A. umbilicalis hatten. Das Kontrollkollektiv bestand aus 14 Müttern und ihren 14 
Kindern, die ebenfalls eine IUGR hatten, jedoch mit unauffälligem PED-Flow im Doppler der 
A. umbilicalis bei pathologischem Befund der A. uterinae.  
 
Die histologische Einteilung der Plazenten erfolgte dabei durch die Arbeitsgruppe von Prof. 
Kaufmann am Institut für Anatomie II an der RWTH Aachen. Während das Kontrollkollektiv 
mit uteroplazentaren Hypoxie eine gesteigerte Vaskularisierung der plazentaren Zotten mit 
Dominanz von „branching angiogenesis“ als Reaktion auf den intraplazentaren 
Sauerstoffmangel aufweist, dominiert beim Patientenkollektiv mit postplazentarer Hypoxie 
„non-branching angiogenesis“ das Geschehen und die Anpassung an den vermehrten 
Sauerstoffbedarf des Feten bleibt aus. Das führt bei den ARED-Schwangerschaften, die ein 
perinatales Hochrisikokollektiv darstellen, zu einem hyperoxischen Milieu - d.h. pO2 größer 
als in ener normalen Schwangerschaft - in der Plazenta bei gleichzeitiger dramatischer 
Sauerstoffunterversorgung des Feten. 
 
Die beiden Gene PlGF und FLT1 wurden ausgesucht, da der angiogenetische Prozess in den 
plazentaren Zotten im allgemeinen durch Wachstumsfaktoren wie den Placenta Growth 
Factor (PlGF), den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) oder den Basic Fibroblast 
Growth Factor (bFGF) kontrolliert wird 73. Insbesondere scheint die Interaktion von PlGF mit 
seinem Rezeptor FLT1 für die „non-branching angiogenesis“ verantwortlich zu sein 14, 71. 
 
Im Rahmen der Mutationsanalyse der beiden Gene konnten keine Mutationen im Bereich der 
Exons und der Exon-/Intron-Grenzen entdeckt werden, die Auswirkung auf die 
Proteinstruktur von PlGF bzw. FLT1 haben könnten. Allerdings konnten insgesamt sechs 
Polymorphismen identifiziert werden, von denen drei bisher noch nicht bekannt waren. Beim 
PlGF-Gen wurden vier Polymorphismen identifiziert. Drei davon (SNP ID: rs2159907, 
rs12411 und rs11455236 o. rs5089687) waren zuvor schon beschrieben. Der noch nicht 
bekannte Polymorphismus (g.105.965 G>A) lag im 5´- untranslatierten Bereich des 
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Wachstumsfaktors. Bei der Mutationsanalyse des FLT1-Gens konnten ebenfalls zwei 
Polymorphismen (g. 10.049.032 C>A und g. 9.987.989 C>T) identifiziert werden, die zuvor 
noch nicht beschrieben waren. Der erste Polymorphismus lag im 5´- untranslatierten Bereich, 
während der zweite die dritte Base des Basentripletts der 260. AS des Rezeptors betraf. Eine 
endgültige Aussage über die Auswirkung dieser im untraslatierten Bereich neu identifizierten 
Polymorphismen ist jedoch nicht möglich. 
 
Abschließend lässt sich feststellen, dass weder im PlGF- noch im FLT1-Gen eine Mutation 
im kodierenden Bereich identifiziert werden konnte. Die wahrscheinlich unvollständige 
Detektion durch das verwendete Mutationsscreening mittels SSCP und die limitierte Anzahl 
an Probanden erlaubt jedoch keine entgültige Aussage darüber, ob Mutationen in einem der 
beiden Gene in einzelnen Fällen für eine IUGR mit ARED-Flow nicht doch verantwortlich 
sind. Weiterhin lässt sich nicht ausschließen, dass bei einem größeren Patientenkollektiv 
Mutationen nachgewiesen werden können. Weiterhin sollten auch die Promotorregion des 
FLT1-Gens und weitere bekannte Faktoren, welche die Expression der beiden Gene 
beeinflussen, in zukünftigen Studien mit eingeschlossen werden, um die Rolle der Gene für 
die Ätiologie der IUGR mit ARED-Flow besser zu verstehen. 
 
VII. Literatur 
- 76 - 
VII. Literatur  
 
(1) Arduini D, Rizzo G, Romanini C. The development of abnormal heart rate patterns after 
absent end-diastolic velocity in umbilical artery: Analysis of risk factors. Am J Obstet 
Gynecol 1993;168:43-50 
(2) Arngrimsson R, Bjornsson S, Geirsson RT, Bjornsson H, Walker JJ, Snaedal G. Genetic and 
familial predisposition to eclampsia and pre-eclampsia in a defined population. Br J Obstet 
Gynaecol 1990;97:762-769 
(3) Arngrimsson R, Hayward C, Nadaud S, Baldursdottir A, Walker JJ, Liston WA, Bjarnadottir 
RI, Brock DJ, Geirsson RT, Connor JM, Soubrier F. Evidence for a familial pregnancy-
induced hypertension locus in the eNOS-gene region. Am J Hum Genet 1997;61:354-362 
(4) Arngrimsson R, Sigurard ttir S, Frigge ML, Bjarnad ttir RI, Jonsson T, Stefansson H, 
Baldursdottir A, Einarsdottir AS, Palsson B, Snorradottir S, Lachmeijer AM, Nicolae D, Kong 
A, Bragason BT, Gulcher JR, Geirsson RT, Stefansson K. A genome-wide scan reveals a 
maternal susceptibility locus for pre-eclampsia on chromosome 2p13. Hum Mol Genet 
1999;8:1799-1805 
(5) Autiero M, Waltenberger J, Communi D, Kranz A, Moons L, Lambrechts D, Kroll J, 
Plaisance S, De Mol M, Bono F, Kliche S, Fellbrich G, Ballmer-Hofer K, Maglione D, Mayr-
Beyrle U, Dewerchin M, Dombrowski S, Stanimirovic D, Van Hummelen P, Dehio C, Hicklin 
DJ, Persico G, Herbert JM, Communi D, Shibuya M, Collen D, Conway EM, Carmeliet P. 
Role of PlGF in the intra- and intermolecular cross talk between the VEGF receptors Flt1 and 
Flk1. Nat Med 2003;9:936-943 
(6) Barker DJ. In utero programming of chronic disease. Clin Sci 1998;95:115–128 
(7) Barleon B, Hauser S, Schollmann C, Weindel K, Marme D, Yayon A, Weich HA. Differential 
expression of the two VEGF receptors flt and KDR in placenta and vascular endothelial cells. 
J Cell Biochem 1994;54:56-66 
(8) Barleon B, Totzke F, Herzog C, Blanke S, Kremmer E, Siemeister G, Marme D, Martiny-
Baron G. Mapping of the sites for ligand binding and receptor dimerization at the extracellular 
domain of the vascular endothelial growth factor receptor FLT-1. J Biol Chem 
1997;272:10382-10388 
(9) Battaglia C, Artini PG, Galli PA, D’Ambrogio G, Droghini F, Genazzani AR. Absent or 
reversed end-diastolic flow in umbilical artery and severe intrauterine growth retardation. An 
ominous association . Acta Obstet.Gynecol.Scand 1993;72:167-171 
(10) Benirschke K, Kaufmann P. Pathology of the human placenta:Classification of villous 
maldevelopment. Springer Verlag New York 2000:437-459 
(11) Bewley S, Cooper D, Campbell S. Doppler investigation of uteroplacental blood flow 
resistance in the second trimester: a screening study for pre-eclampsia and intrauterine growth 
retardation. Br J Obstet Gynaecol 1991;98:871-879 
(12) Bower S, Bewley S, Campbell S. Improved prediction of preeclampsia by twostage screening 
of uterine arteries using the early diastolic notch and color doppler imaging. Obstet Gynecol 
1993;82:78-83 
(13) Brar HS, Platt LD. Reverse end-diastolic flow velocity on umbilical artery velocimetry in 
high-risk pregnancies: an ominous finding with adverse pregnancy outcome. Am J Obstet 
Gynecol 1988;159:559-561 
(14) Breier G. Angiogenesis in embryonic development--a review. Placenta 2000;21:11-15 
(15) Brenner B, Lanir N, Thaler I. HELLP syndrome associated with factor V R506Q mutation. Br 
J Haematol 1996;92:999-1001 
VII. Literatur 
- 77 - 
(16)  Brosens I, Dixon HG, Robertson WB. Fetal growth retardation and the arteries of the placental 
bed. Br J Obstet Gynaecol 1977; 84:656-663 
(17) Brosens IA, Robertson WB, Dixon HG. The role of the spiral arteries in the pathogenesis of 
preeclampsia. Obstet Gynecol Ann 1972;1:177-181 
(18) Broughton Pipkin F. What is the place of genetics in the pathogenesis of pre-eclampsia? Biol 
Neonate 1999;76:325-330 
(19) Budowle B, Chakraborty R, Giusti AM, Eisenberg AJ, Allen RCl. Analysis of the VNTR 
locus D1S80 by the PCR followed by high-resolution PAGE. Am J Hum Genet 1991;48:137-
144 
(20) Burton GJ, Reshetnikova OS, Milovanov AP, Teleshova OV. Stereological evaluation of 
vascular adaptations in human placental villi to differing forms of hypoxic stress. Placenta 
1996;17:49-55 
(21) Carmeliet P, Moons L, Luttun A, Vincenti V, Compernolle V, De Mol M, Wu Y, Bono F, 
Devy L, Beck H, Scholz D, Acker T, DiPalma T, Dewerchin M, Noel A, Stalmans I, Barra A, 
Blacher S, Vandendriessche T, Ponten A, Eriksson U, Plate KH, Foidart JM, Schaper W, 
Charnock-Jones DS, Hicklin DJ, Herbert JM, Collen D, Persico MG. Synergism between 
vascular endothelial growth factor and placental growth factor contributes to angiogenesis and 
plasma extravasation in pathological conditions. Nat Med 2001;7:575-583 
(22) Castellucci M, Scheper M, Scheffen I, Celona A, Kaufmann P. The development of the 
human placental villous tree. Anat Embryol (Berl) 1990;181:117-128 
(23) Chang TC, Robson SC, Spencer JA, Gallivan S. Identification of fetal growth retardation: 
comparison of Doppler waveform indices and serial ultrasound measurements of abdominal 
circumference and fetal weight. Obstet Gynecol 1993;82:230-236 
(24) Chappell L, Bewley S. Pre-eclamptic toxaemia: the role of uterine artery Doppler. Br J Obstet 
Gynaecol 1998;105:379-382 
(25) Charnock-Jones DS, Kaufmann P, Mayhew TM. Aspects of human fetoplacental 
vasculogenesis an angiogenesis. I. Molekular regulation. Placenta 2004;25: 103-113. 
(26) Charnock-Jones DS, Sharkey AM, Boocock CA, Ahmed A, Plevin R, Ferrara N, Smith SK. 
Vascular endothelial growth factor receptor localization and activation in human trophoblast 
and choriocarcinoma cells. Biol Reprod 1994;51:524-530 
(27) Christinger HW, Fuh G, de Vos AM, Wiesmann C. The crystal structure of placental growth 
factor in complex with domain 2 of vascular endothelial growth factor receptor-1. J Biol Chem 
2004;279:10382-10388 
(28) Clark DE, Smith SK, Licence D, Evans AL, Charnock-Jones DS. Comparison of expression 
patterns for placenta growth factor, vascular endothelial growth factor (VEGF), VEGF-B and 
VEGF-C in the human placenta throughout gestation. J Endocrinol 1998;159:459-467 
(29) Cooper DW, Liston WA. Genetic control of severe pre-eclampsia. J Med Genet 1979;16:409-
416 
(30)  Crombach G, Tandu-Umba B. Intrauterine Wachstumsretardierung. Gynäkologe 2001;34:42-
54 
(31) Davidge ST. Oxidative stress and altered endothelial cell function in preeclampsia. Semin 
Reprod Endocrinol 1998;16:65-73 
(32) Diedrich K, Holzgreve W, Jonat W, Schneider K-T M, Weiss J. Gynäkologie und Geburthilfe. 
Springer Verlag Berlin Heidelberg 2000:126-256 
(33) Dizon-Townson DS, Nelson LM, Easton K, Ward K. The factor V Leiden mutation may 
predispose women to severe preeclampsia. Am J Obstet Gynecol 1996;175:902-905 
VII. Literatur 
- 78 - 
(34) Dürig P. Schwere Komplikationen der hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen. 
Gynäkologe 1997;30:702-711 
(35) Errico M, Riccioni T, Iyer S, Pisano C, Acharya KR, Persico GM, De Falco S. Identification 
of placenta growth factor determinants for binding and activation of Flt-1 receptor. J Biol 
Chem 2004;279:43929-43939 
(36) Esplin MS, Fausett MB, Fraser A, Kerber R, Mineau G, Carrillo J, Varner MW. Paternal and 
maternal components of the predisposition to preeclampsia. N Engl J Med 2001;344:867-872 
(37) Evans PW, Wheeler T, Anthony FW, Osmond C. A longitudinal study of maternal serum 
vascular endothelial growth factor in early pregnancy. Hum Reprod 1998;13:1057-1062 
(38) Faisel F, Romppanen EL, Hiltunen M, Helisalmi S, Laasanen J, Punnonen K, Salonen JT, 
Heinonen S. Susceptibility to pre-eclampsia in Finnish women is associated with R485K 
polymorphism in the factor V gene, not with Leiden mutation. Eur J Hum Genet 2004;12:187-
191 
(39) Ferrara N. Role of vascular endothelial growth factor in regulation of physiological 
angiogenesis. Am J Physiol Cell Physiol 2001;280:C1358-1366 
(40) Fisher SJ, Damsky CH. Human cytotrophoblast invasion. Semin Cell Biol 1993 4:183-188. 
(41) Fong GH, Rossant J, Breitman ML. Role of the Flt-1 receptor tyrosine kinase in regulating the 
assembly of vascular endothelium. Nature 1995;376:65-69 
(42) Friedberg V. Pathophysiologie des Schwangerschaftshochdrucks. Gynäkologe 1992;25:370-
385 
(43) Gembruch U, Baschat AA, Harman CR. Diagnostik und fetale Überwachung bei intrauteriner 
Wachstumsrestriktion. Gynäkologe 2001;34:1128-1137 
(44) Genbacev O, Joslin R, Damsky CH, Polliotti BM, Fisher SJ. Hypoxia alters early gestation 
human cytotrophoblast differentiation/invasion in vitro and models the placental defects that 
occur in preeclampsia. J Clin Invest. 1996;97:540-550 
(45) Gerber HP, Condorelli F, Park J, Ferrara N. Differential transcriptional regulation of the two 
vascular endothelial growth factor receptor genes. Flt-1, but not Flk-1/KDR, is up-regulated 
by hypoxia. J Biol Chem 1997;272:23659-23667 
(46) Ghezzi F, Tibiletti MG, Raio L, Di Naro E, Lischetti B, Taborelli M, Franchi M. Idiopathic 
fetal intrauterine growth restriction: a possible inheritance pattern. Prenat Diadn 2003;23:259-
264 
(47) Goldenberg RL, Cliver S.P. Small for gestational age and intrauterine growth restriction: 
definitions and standards. Clin Obstet Gynecol 1997;40:704-714 
(48) Gortner L, van Husen M, Landmann E. Die Entwicklung des im Wachstum retardierten 
Neugeborenen. Gynäkologe 2001;34:1153-1159 
(49) Graves JA. Genomic imprinting, development and disease- is pre-eclampsia caused by a 
maternally imprinted gene? Reprod Fertil Dev 1998;10:23-29 
(50) GRIT Study Group: When do obstetricians recommend delivery for a high-risk preterm 
growth-retarded fetus? Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 1996;67:121–126 
(51) Grospietsch G. Erkrankungen in der Schwangerschaft: ein Leitfaden mit 
Therapieempfehlungen für Klinik und Praxis. Wiss. Verl.-Ges. Stuttgart 2000: 195-285 
(52) Harrison GA, Humphrey KE, Jones N, Badenhop R, Guo G, Elakis G, Kaye JA, Turner RJ, 
Grehan M, Wilton AN, Brennecke SP, Cooper DW. A genomewide linkage study of 
preeclampsia/eclampsia reveals evidence for a candidate region on 4q. Am J Hum Genet 
1997;60:1158-1167 
 
VII. Literatur 
- 79 - 
(53) Hattori K, Heissig B, Wu Y, Dias S, Tejada R, Ferris B, Hicklin DJ, Zhu Z, Bohlen P, Witte 
L, Hendrikx J, Hackett NR, Crystal RG, Moore MA, Werb Z, Lyden D, Rafii S. Placental 
growth factor reconstitutes hematopoiesis by recruiting VEGFR1(+) stem cells from bone-
marrow microenvironment. Nat Med 2002;8:841-849. 
(54) Hauser S, Weich HA. A heparin-binding form of placenta growth factor (PlGF-2) is expressed 
in human umbilical vein endothelial cells and in placenta. Growth Factors 1993;9:259-268 
(55) He Y, Smith SK, Day KA, Clark DE, Licence DR, Charnock-Jones DS. Alternative splicing 
of vascular endothelial growth factor (VEGF)-R1 (FLT-1) pre-mRNA is important for the 
regulation of VEGF activity. Mol Endocrinol 1999;13:537-545 
(56) Hiratsuka S, Minowa O, Kuno J, Noda T, Shibuya M. Flt-1 lacking the tyrosine kinase domain 
is sufficient for normal development and angiogenesis in mice. Proc Natl Acad Sci USA 
1998;95:9349-9354 
(57) Hutton JL, Pharoah PO, Cooke RW, Stevenson RC. Differential effects of preterm birth and 
small gestational age on cognitive and motor development. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed 
1997;76:75–81 
(58) Ikeda T, Wakiya K, Shibuya M. Characterization of the promoter region for flt-1 tyrosine 
kinase gene, a receptor for vascular endothelial growth factor. Growth Factors 1996;13:151-
162 
(59)  Iyer S, Leonidas DD, Swaminathan GJ, Maglione D, Battisti M, Tucci M, Persico MG, 
Acharya KR. The crystal structure of human placenta growth factor-1 (PlGF-1), an angiogenic 
protein, at 2.0 A resolution. J Biol Chem 2001;276:12153-12161 
(60) Joukov V, Pajusola K, Kaipainen A, Chilov D, Lahtinen I, Kukk E, Saksela O, Kalkkinen N, 
Alitalo K. A novel vascular endothelial growth factor, VEGF-C, is a ligand for the Flt4 
(VEGFR-3) and KDR (VEGFR-2) receptor tyrosine kinases. EMBO J 1996;15:290-298 
(61) Junqueira LC, Carneiro J, Schiebler TH. Histologie(Zytologie, Histologie und mikroskopische 
Anatomie des Menschen). Springer Verlag Berlin Heidelberg New York 1966;4:605-619 
(62) Kadyrov M, Kosanke G, Kingdom J, Kaufmann P. Increased fetoplacental angiogenesis 
during first trimester in anaemic women. Lancet 1998;352:1747-1749 
(63) Karsdorp VH, van Vugt JM, van Geijn HP, Kostense PJ, Arduini D, Montenegro N, Todros T. 
Clinical significance of absent or reversed end diastolic velocity waveforms in umbilical 
artery. Lancet 1994;344:1664-1668 
(64) Kaufmann P, Luckhardt M, Schweikhart G, Cantle SJ. Cross-sectional features and three-
dimensional structure of human placental villi. Placenta 1987;8:235-247 
(65) Kaufmann P, Mayhew TM, Charnock-Jones DS. Aspects of human fetoplacental 
vasculogenesis and angiogenesis. II. Changes during normal pregnancy. Placenta 
2004;25:114-26 
(66) Kendall RL, Wang G, Thomas KA. Identification of a natural soluble form of the vascular 
endothelial growth factor receptor, FLT-1, and its heterodimerization with KDR. Biochem 
Biophys Res Commun 1996;226:324-328 
(67) Khaliq A, Dunk C, Jiang J, Shams M, Li XF, Acevedo C, Weich H, Whittle M, Ahmed A. 
Hypoxia down-regulates placenta growth factor, whereas fetal growth restriction up-regulates 
placenta growth factor expression: molecular evidence for "placental hyperoxia" in 
intrauterine growth restriction. Lab Invest 1999;79:151-170 
(68) Khong TY. Acute atherosis in pregnancies complicated by hypertension, small-for-
gestational-age infants, and diabetes mellitus. Arch Pathol Lab Med 1991;115:722-725 
(69) Khong TY, De Wolf F, Robertson WB, Brosens I. Inadequate maternal vascular response to 
placentation in pregnancies complicated by pre-eclampsia and by small-for-gestational age 
infants. Br J Obstet Gynaecol 1986;93:1049-59 
VII. Literatur 
- 80 - 
(70) Kilpatrick DC. HLA-dependent TNF secretory response may provide an immunogenetic link 
between pre-eclampsia and type 1 diabetes mellitus. Dis Markers 1996;13:43-47 
(71) Kingdom J, Huppertz B, Seaward G, Kaufmann P. Development of the placental villous tree 
and its consequences for fetal growth. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 2000;92:35-43 
(72) Kingdom JC, Kaufmann P. Oxygen and placental vascular development. Adv Exp Med Biol 
1999;474:259-75 
(73) Kingdom JC, Kaufmann P. Oxygen and placental villous development: origins of fetal 
hypoxia. Placenta 1997;18:613-26 
(74) Kok JH, den Ouden AL, Verloove-Vanhorick SP, Brand R. Outcome of very preterm small 
for gestational age infants: the first nine years of life. Br J Obstet Gynaecol 1998;105:162-168 
(75) Koletzko B. von Harnack Kinderheilkunde. Springer Verlag Berlin Heidelberg 2000;11:54-
125 
(76) Kroll J, Waltenberger J. A novel function of VEGF receptor-2 (KDR): rapid release of nitric 
oxide in response to VEGF-A stimulation in endothelial cells. Biochem Biophys Res Commun 
1999;265:636-639 
(77) Laasanen J, Romppanen EL, Hiltunen M, Helisalmi S, Mannermaa A, Punnonen K, Heinonen 
S. Two exonic single nucleotide polymorphisms in the microsomal epoxide hydrolase gene are 
jointly associated with preeclampsia. Eur J Hum Genet 2002;10:569-573 
(78)  Leff M, Orleans M, Haverkampt AD. The association of maternal low birthweight and infant 
low birthweight in racially mixed population. Paediatr Prenat Epidemiol 1992;6:51-61 
(79)  Lestou VS; Kalousek Dk. Confined placental mosicism and intrauterine fetal growth. Arch 
Dis Child Fetal Neonat 1998;79:223-226 
(80) Lie RT, Rasmussen S, Brunborg H, Gjessing HK, Lie-Nielsen E, Irgens LM. Fetal and 
maternal contributions to risk of pre-eclampsia: population based study. BMJ 1998;316:1343-
1347 
(81) Lincoln DW 2nd, Phillips PG, Bove K. Estrogen-induced Ets-1 promotes capillary formation 
in an in vitro tumor angiogenesis model. Breast Cancer Res Treat 2003;78:167-178 
(82) Lindqvist PG, Svensson PJ, Marsaal K, Grennert L, Luterkort M, Dahlback B. Activated 
protein C resistance (FV:Q506) and pregnancy. Thromb Haemost 1999;81:532-537 
(83) Luttun A, Brusselmans K, Fukao H, Tjwa M, Ueshima S, Herbert JM, Matsuo O, Collen D, 
Carmeliet P, Moons L. Loss of placental growth factor protects mice against vascular 
permeability in pathological conditions. Biochem Biophys Res Commun 2002;295:428-434 
(84) Lyall F, Young A, Boswell F, Kingdom JC, Greer IA. Placental expression of vascular 
endothelial growth factor in placentae from pregnancies complicated by pre-eclampsia and 
intrauterine growth restriction does not support placental hypoxia at delivery. Placenta 
1997;18:269-26 
(85) Macara L, Kingdom JC, Kaufmann P, Kohnen G, Hair J, More IA, Lyall F, Greer IA. 
Structural analysis of placental terminal villi from growth-restricted pregnancies with 
abnormal umbilical artery Doppler waveforms. Placenta 1996;17:37-48 
(86) Maglione D, Guerriero V, Rambaldi M, Russo G, Persico MG. Translation of the placenta 
growth factor mRNA is severely affected by a small open reading frame localized in the 5´ 
untranslated region. Growth Factors 1993;8:141-152 
(87) Maglione D, Guerriero V, Viglietto G, Delli-Bovi P, Persico MG. Isolation of a human 
placenta cDNA coding for a protein related to the vascular permeability factor. Proc Nat Acad 
Sci 1991;88:9267-9271 
 
VII. Literatur 
- 81 - 
(88) Maglione D, Guerriero V, Viglietto G, Ferraro MG, Aprelikova O, Alitalo K, Del Vecchio S, 
Lei KJ, Chou JY, Persico MG. Two alternative mRNAs coding for the angiogenic factor, 
placenta growth factor (PlGF), are transcribed from a single gene of chromosome 14. 
Oncogene 1993;8:925-931 
(89) Mattei MG, Borg JP, Rosnet O, Marme D, Birnbaum D. Assignment of vascular endothelial 
growth factor (VEGF) and placenta growth factor (PLGF) genes to human chromosome 6p12-
p21 and 14q24-q31 regions, respectively. Genomics 1996;32:168-169 
(90) McCarton CM, Wallace IF, Divon M, Vaughan HG. Cognitive and neurologic development of 
the premature, small for gestational age infant through age 6: comparison by birth weight and 
gestational age. Pediatrics 1996;98:1167–1178 
(91)  Mi MP, Earle M, Kagawa J. Phenotypic resemblance in birth weight between first cousin. Ann 
Hum Genet 1986;50:49-62 
(92) Migdal M, Huppertz B, Tessler S, Comforti A, Shibuya M, Reich R, Baumann H, Neufeld G. 
Neuropilin-1 is a placenta growth factor-2 receptor. J Biol Chem 1998;273:22272-22278 
(93)  Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salting out procedure for extracting DNA from 
human nucleated cells. Nucleic Acids Res 1988;16:1215 
(94) Montenegro N, Santos F, Tavares E, Matias A, Barros H, Leite LP. Outcome of 88 
pregnancies with absent or reversed end-diastolic blood flow (ARED flow) in the umbilical 
arteries. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 1998;79:43-46 
(95) Morgan L, Crawshaw S, Baker PN, Broughton Pipkin F, Kalsheker N. Maternal and fetal 
angiotensinogen gene allele sharing in pre-eclampsia. Br J Obstet Gynaecol 1999;106:244-251 
(96) Morishita K, Johnson DE, Williams LT. A novel promoter for vascular endothelial growth 
factor receptor (flt-1) that confers endothelial-specific gene expression. J Biol Chem 
1995;270:27948-27953 
(97) Moses EK, Lade JA, Guo G, Wilton AN, Grehan M, Freed K, Borg A, Terwilliger JD, North 
R, Cooper DW, Brennecke SP. A genome scan in families from Australia and New Zealand 
confirms the presence of a maternal susceptibility locus for pre-eclampsia, on chromosome 2. 
Am J Hum Genet 2000;67:1581-1585 
(98) Myatt L, Miodovnik M. Prediction of preeclampsia. Seminars in Perinatology;23:45-57 
(99) Nagamatsu T, Fujii T, Kusumi M, Li Z, Yamashita T, Osuga Y, Momoeda M, Kozuma S, 
Taketani Y. Cytotrophoblasts up-regulate Soluble Fms-like Tyrosine Kinase-1 (sFlt-1) 
Expression under Reduced Oxygen: An Implication for the Placental Vascular Development 
and the Pathophysiology of Preeclampsia. Endocrinology 2004 
(100) Niesert S. Geburtshilfliche Prognose nach Präeklampsie, Eklampsie und HELLP-Syndrom. 
Geburtshilfe Frauenheilkunde 1996;56:93-96 
(101) Olofsson P, Laurini RN, Marsal K. A high uterine artery pulsatility index reflects a defective 
development of placental bed spiral arteries in pregnancies complicated by hypertension and 
fetal growth retardation. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 1993;49:161-168 
(102) Olofsson B, Pajusola K, Kaipainen A, von Euler G, Joukov V, Saksela O, Orpana A, 
Pettersson RF, Alitalo K, Eriksson U. Vascular endothelial growth factor B, a novel growth 
factor for endothelial cells. Proc Natl Acad Sci USA 1996;93:2576-2581 
(103) Ong S, Lash G, Baker PN. Angiogenesis and placental growth in normal and compromised 
pregnancies. Baillieres Best Pract Res Clin Obstet Gynaecol 2000;14:969-80 
(104) Orita, Suzuki, Sekiya, Hayashi. Rapid and Sensitive Detection of Point Mutations and DNA 
Polymorphisms Using the Polymerase Chain Reaction. Genomics 1989;5:874-879 
(105) Orlandini M, Marconcini L, Ferruzzi R, Oliviero S. Identification of a c-fos-induced gene that 
is related to the platelet-derived growth factor/vascular endothelial growth factor family. Proc 
Natl Acad Sci USA 1996;93:11675-11680. 
VII. Literatur 
- 82 - 
(106) Park JE, Chen HH, Winer J, Houck KA, Ferrara N. Placenta growth factor. Potentiation of 
vascular endothelial growth factor bioactivity, in vitro and in vivo, and high affinity binding to 
Flt-1 but not to Flk-1/KDR. J Biol Chem 1994;269:25646-25654 
(107) Pegoraro RJ, Chikosi A, Rom L, Roberts C, Moodley J. Methylenetetrahydrofolate reductase 
gene polymorphisms in black South Africans and the association with preeclampsia. Acta 
Obstet Gynecol Scand 2004;83:449-454 
(108) Pipp F, Heil M, Issbrucker K, Ziegelhoeffer T, Martin S, van den Heuvel J, Weich H, 
Fernandez B, Golomb G, Carmeliet P, Schaper W, Clauss M. VEGFR-1-selective VEGF 
homologue PlGF is arteriogenic: evidence for a monocyte-mediated mechanism. Circ Res 
2003;92:378-85 
(109) Pollack RN, Divon MY. Intrauterine growth retardation: definition, classification and 
etiology. Clin Obstet Gynecol;35:99-107 
(110) Rath W. Das HELLP-Syndrom. Zentralbl Gynäkol 1994;116:195-201 
(111) Rath W. Faridi A. Schwangerschaftsinduzierte Hypertonie – Risikominderung durch rationale 
Diagnostik und Therapie. Gynäkologe 1999;32:46-54 
(112)  Rath W, Heilmann L, Faridi A, Wacker J, Knockenbusch W. Leitlinien für Diagnostik und 
Therapie der Deutschen Gesellschaft für Gynäkologie und Geburtshilfe AWMF-Leitlinien 
Register Nr. 015/018 
(113)  Rath W. Hypertensive Schwangerschaftserkrankungen. Gynäkologe 1999;32:432-442 
(114)  Reister F, Heyl W, Kaufmann P, Rath W. Die gestörte Trophoblastinvasion bei Präeklampsie - 
eine Übersicht über neue Erkenntnisse zur Ätiologie. Geburtshilfe Frauenheilkd 1998;58:625-
631 
(115)  Retzke U, Graf H. The new terminology and classification of hypertensive diseases in 
pregnancy. Zentralbl Gynakol 1994;116:61-63 
(116) Roberts JM, Cooper DW Pathogenesis and genetics of pre-eclampsia. Lancet 2001;357:53-56 
(117) Roberts JM. Endothelial dysfunction in preeclampsia. Semin Reprod Endocrinol 1998;16:5-15 
(118) Robillard PY, Dekker GA, Hulsey TC. Revisiting the epidemiological standard of 
preeclampsia: primigravidity or primipaternity? Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 
1999;84:37-41 
(119) Rodesch F, Simon P, Donner C, Jauniaux E. Oxygen measurements in endometrial and 
trophoblastic tissues during early pregnancy. Obstet Gynecol 1992;80:283-285 
(120) Saiki RK, Scharf S, Faloona F, Mullis KB, Horn GT, Erlich HA, Arnheim N. Enzymazic 
amplification of beta-globin genomic sequences and restriction site analysis for diagnosis of 
sickle cell anemia. Science 1985;230:1350-1354 
(121) Sanger F, Nicklen S, Coulson AR. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors. Proc 
Natl Acad Sci USA 1977;74:5463-5467 
(122) Satoh H, Yoshida MC, Matsushime H, Shibuya M, Sasaki M. Regional localization of the 
human c-ros-1 on 6q22 and flt on 13q12. Jpn J Cancer Res 1987;78:772-775 
(123) Schaap AH, Wolf H, Bruinse HW, den Ouden AL, Smolders-de Haas H, van Ertbruggen I, 
Treffers PE. Influence of obstetric management on outcome of extremely preterm growth 
retarded infants. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed 1997;77:95–99 
(124) Schneider H, Schneider KTM. Intrauterine Wachstumsretardierung Geburtshilfe. Springer 
Verlag, Berlin Heidelberg New York Tokio 1999:511-538  
(125) Senger DR, Perruzzi CA, Feder J, Dvorak HF. A highly conserved vascular permeability 
factor secreted by a variety of human and rodent tumor cell lines. Cancer Res 1986;46:5629-
5632 
VII. Literatur 
- 83 - 
(126) Sheffield VC, Beck JS, Kwitek AE, Sandstrom DW, Stone EM. The sensitivity of single-
strand conformation polymorphism analysis for the detection of single base substitutions. 
Genomics 1993;16:325-332 
(127) Shen H, Clauss M, Ryan J, Schmidt AM, Tijburg P, Borden L, Connolly D, Stern D, Kao J. 
Characterization of vascular permeability factor/vascular endothelial growth factor receptors 
on mononuclear phagocytes. Blood 1993;81:2767-2773 
(128) Shibuya M, Yamaguchi S, Yamane A, Ikeda T, Tojo A, Matsushime H, Sato M. Nucleotide 
sequence and expression of a novel human receptor-type tyrosine kinase gene (flt) closely 
related to the fms family. Oncogene 1990;5:519-24. 
(129) Sibai BM, Taslimi MM, el-Nazer A, Amon E, Mabie BC, Ryan GM. Maternal-perinatal 
outcome associated with the syndrome of hemolysis, elevated liver enzymes, and low platelets 
in severe preeclampsia-eclampsia. Am J Obstet Gynecol 1986;155:501-509 
(130) Snijders RJ, Sherrod C, Gosden CM, Nicolaides KH. Fetal growth retardation: associated 
malformations and chromosomal abnormalities. Am J Obste Gynecol 1993;168:547-555 
(131)   Sohda S, Arinami T, Hamada H, Yamada N, Hamaguchi H, Kubo T. 
Methylenetetrahydrofolate reductase polymorphism and pre-eclampsia. J Med Genet 
1997;34:525-526 
(132) Soothill PW, Bobrow CS, Holmes S. Small foir gestational age is not a diagnosis. Ultrasound 
Obstet Gynecol 1999;13:225-228 
(133) Stark JM. Preeclampsia and cytokine induced oxidative stress. Br J Obstet Gynecol 
1993;100:105-09 
(134) Steiner K, Schneider KTM, Dopplersonographie in Geburthilfe und Gynäkologie: Leitfaden 
für die Praxis. Springer Verlag Berlin Heidelberg New York 2000:67-166 
(135) Steinhard J,  Klockenbusch W. Schwangerschaftsinduzierte Hypertonie und Präeklampsie. 
Gynäkologe 1999;32:753-760 
(136) Strachan T, Read P. Mutationen und Instabilität der menschlichen DNA. In: Molekulare 
Humangenetik, 1. Aufl. Spektrum Verlag, Heidelberg 1996: 285-324 
(137) Suzuki Y, Tanemura M, Suzuki Y, Murakami I, Suzumori K. Is angiotensinogen gene 
polymorphism associated with hypertension in pregnancy? Hypertens Pregnancy 
1999;18:261-271 
(138) Taylor CM, Stevens H, Anthony FW, Wheeler T. Influence of hypoxia on vascular endothelial 
growth factor and chorionic gonadotrophin production in the trophoblast-derived cell lines: 
JEG, JAr and BeWo. Placenta 1997;18:451-458 
(139) Thaler I, Manor D, Itskovitz J. Changes in uterine blood flow during human pregnancy. Am J 
Obstet Gynecol 1990;162:121-125 
(140) Thurston G, Rudge JS, Ioffe E, Zhou H, Ross L, Croll SD, Glazer N, Holash J, McDonald 
DM, Yancopoulos GD. Angiopoietin-1 protects the adult vasculature against plasma leakage. 
Nat Med 2000;6:460-463 
(141) Todros T, Sciarrone A, Piccoli E, Guiot C, Kaufmann P, Kingdom J. Umbilical Doppler 
waveforms and placental villous angiogenesis in pregnancies complicated by fetal growth 
restriction. Obstet Gynecol 1999;93:499-503 
(142) Trudinger BJ, Giles WB, Cook CM. Uteroplacental blood flow velocity-time waveforms in 
normal and complicated pregnancy. Br J Obstet Gynaecol 1985;92:39-45 
(143) Trupin LS, Simon LP, Eskenazi B. Change in paternity: a risk factor for preeclampsia in 
multiparas. Epidemiology 1996;7:240-244 
VII. Literatur 
- 84 - 
(144) Tuder RM, Flook BE, Voelkel NF. Increased gene expression for VEGF and the VEGF 
receptors KDR/Flk and Flt in lungs exposed to acute or to chronic hypoxia. Modulation of 
gene expression by nitric oxide. J Clin Invest 1995;95:1798-1807 
(145) Valter MM, Hugel A, Huang HJ, Cavenee WK, Wiestler OD, Pietsch T, Wernert N. 
Expression of the Ets-1 transcription factor in human astrocytomas is associated with Fms-like 
tyrosine kinase-1 (Flt-1)/vascular endothelial growth factor receptor-1 synthesis and 
neoangiogenesis. Cancer Res 1999;59:5608-5614 
(146) Vetter K. Dopplersonographie in der Schwangerschaft. Weinheim, VCH, 1991 
(147) Vogel M. Atlas der morphologischen Plazentadiagnostik; Springer Verlag Berlin Heidelberg 
New York 1996;228-235 
(148) Wakiya K, Begue A, Stehelin D, Shibuya M. A cAMP response element and an Ets motif are 
involved in the transcriptional regulation of flt-1 tyrosine kinase (vascular endothelial growth 
factor receptor 1) gene. J Biol Chem 1996;271:30823-30828. 
(149) Waltenberger J, Claesson-Welsh L, Siegbahn A, Shibuya M, Heldin CH. Different signal 
transduction properties of KDR and Flt1, two receptors for vascular endothelial growth factor. 
J Biol Chem 1994;269:26988-26995 
(150) Ward K, Hata A, Jeunemaitre X, Helin C, Nelson L, Namikawa C, Farrington PF, Ogasawara 
M, Suzumori K, Tomoda S, et al. A molecular variant of angiotensinogen associated with 
preeclampsia. Nat Genet 1993;4:59-61 
(151) Welsch H. Müttersterblichkeit während der Geburt und Wochenbett bei vaginaler Entbindung 
und Sectio caesarea. Gynäkologe1997;30:742-756 
(152) Wiesmann C, Fuh G, Christinger HW, Eigenbrot C, Wells JA, de Vos AM. Crystal structure 
at 1.7 A resolution of VEGF in complex with domain 2 of the Flt-1 receptor. Cell 
1997;91:695-704 
(153) Winick M. Cellular changes during placental and fetal growth. Am J Obstet Gynaecol 1971; 
109:166-176 
(154) Wollmann HA. Intrauterine Wachstumsretardierung. Monatsschr Kinderheilkd 1998;144:714-
726 
(155) Yang W, Ahn H, Hinrichs M, Torry RJ, Torry DS. Evidence of a novel isoform of placenta 
growth factor (PlGF-4) expressed in human trophoblast and endothelial cells. J Reprod 
Immunol 2003;60:53-60 
(156) Yoshida MC, Satoh H, Matsushime H, Shibuya M, Sasaki M. Two ros-related 
protooncogenes, c-ros-1 and flt, are regionally mapped on human chromosomes 6q22 and 
13q12, respectively. Cytogenet Cell Genet 46:724 
(157) Zeeman GG, Dekker GA.  Pathogenesis of preeclampsia. Clin Obstet Gynecol 1992;35:317-
333 
(158) Zygmunt M, Herr F, Munstedt K, Lang U, Liang OD. Angiogenesis and vasculogenesis in 
pregnancy. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 2003;110:10-8 
 
 
 
V
III. A
n
h
a
n
g
 
- 85 - 
V
III. A
n
h
an
g 
 1. P
lG
F
 P
rim
er u
n
d
 P
C
R
-B
ed
in
gu
n
gen
 
 
Exon-
länge  
(bp) 
410 
43 
197 
77 
30 
63 
876 
Fragment-
länge  
(bp) 
258 
313 
250 
228 
243 
251 
249 
251 
298 
305 
291 
Besonder-
heiten 
4 µl DNA 
Q-Solution 
4 µl DNA 
Q-Solution 
 
 
 
 
 
 
 
Q-Solution 
Q-Solution 
PCR-Bedingungen 
(Annealing-Temp./ 
Zyklenzahl) 
63°C / 40 Zyklen 
2 min Extensionszeit 
55°C /40 Zyklen 
2 min Extensionszeit 
69°C / 35 Zyklen 
69°C / 35 Zyklen 
69°C / 35 Zyklen 
69°C / 35 Zyklen 
68,5°C / 35 Zyklen 
63°C / 40 Zyklen 
63°C / 35 Zyklen 
63°C / 35 Zyklen 
63°C / 35 Zyklen 
Sequenz (5´-3´) 
aga agg gag ctg ctg tct gcg gag gaa a 
gct gga cgc ctc cct cac tgc tgc 
aag gct tcc aga aga tgc tcg aac cac 
gat ttc aga gtc cca tgc ttc cag 
atg tgc agc aag tgg gaa gga acc cag a 
tgc acc cac gct tca tgc cac acc t 
ctt cct cgc agt ggt acc ctt cca gga a 
tgg gca ggg tat gga cct acc tgc at 
aac aga gtc ggg ttc tcc tta caa gga gag 
acc cat ctt tgc tga cgc tgc caa gag ga 
tag tgg cct cag tgt cag ctg cag ga 
gcc aag cgt cag gac aag gtg gct ggg gaa 
tat tct cgg gcc tgc cag cct ctg t 
aag act ggc ctc agt cct gcc tct cc 
acc ctc cac agt gtg ctg ata cc 
aat tcc tga ggg tcc tct tcc c 
gaa tgc ctc gct ccc ttc aag ac 
act cgc atc cct act ttg gac ag 
cac aga caa gca gcc ctt gct ttc 
ccc act ctg tat gtg tct ctt agg 
gtt ctt tcc ggc caa ggt gcc acc a 
gga aga cac acc cac tag atc 
Primer- 
1.1s 
1.1as 
1.2s 
1.2as 
2s 
2as 
3s 
3as 
4s 
4as 
5s 
5as 
6s 
6as 
7.1s 
7.1as 
7.2s 
7.2as 
7.3s 
7.3as 
7.4s 
7.4as 
EXON 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
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Exon- 
länge 
(bp) 
316 
 
97 
227 
125 
163 
137 
 
175 
118 
Fragment-
länge  
(bp) 
234 
225 
159 
184 
313 
250 
254 
256 
198 
258 
258 
Besonderheiten 
Q-Solution 
Q-Solution 
2 µl DNA 
Q-Solution 
 
 
 
 
 
nested-PCR mit 
1 µl 1:100Verd. 
 
 
PCR-Bedingungen 
(Annealing-Temp./ 
Zyklenzahl) 
55°C / 40 Zyklen 
59°C / 35 Zyklen 
65°C / 40 Zyklen 
52°C / 35 Zyklen 
60°C / 35 Zyklen 
57°C /35 Zyklen 
63°C / 35 Zyklen 
61°C / 35 Zyklen 
61°C / 35 Zyklen 
61°C / 35 Zyklen 
63°C / 35 Zyklen 
Sequenz (5´-3´) 
tcg gct gct ctt cat cga ggt ccg 
aga gtc cgt cct ctc gtt cgc cgc 
ggg aag tgg ttg tct cct gg 
agc cgc gcc tca cct gtg aga ag 
aac gag agg acg gac tct ggc ggc cgg ga 
agc cgc gcc tca cct gtg aga ag 
ggt aag aag aca att tac 
ggc aac tag ata ttc cca a 
ggc cca gcc ata aat atg ttt tgt 
gca aag caa aag caa aca gaa tgt ag 
gat gct tgc atg tca atc att tat 
gaa cga gta aaa ctt cat tat gct 
gcc aac cag tgc taa tag gac ctt 
agc act tcg gct tat gtt cat gcc 
gcc gaa gtg ctc tgt att ttt atc tg 
gct taa aat act gtc ctg cag aag 
gcc gaa gtg ctc tgt att ttt atc tg 
aac tcc agg tca ttt gaa ctc a 
gaa cac tca ctc ctt cta cat ttg 
gaa agc ata gca tga gtt ggc aac 
gag gcc cta agg ttt tgt tta tgg 
agt cat tag gct ctt gca gct tcc 
Primer- 
1.1s 
1.1as 
1.2s 
1.2as 
1.2s mut 
1.2 as 
2s 
2as 
3s 
3as 
4s 
4as 
5s 
5as 
6s 
6as 
6s 
6as mut 
7s 
7as 
8s 
8as 
EXON 
1 
 
 
2 
3 
4 
5 
6 
 
7 
8 
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Exon- 
länge 
(bp) 
170 
160 
115 
109 
309 
147 
132 
107 
133 
105 
114 
Fragment-
länge  
(bp) 
256 
254 
297 
245 
261 
255 
243 
248 
252 
239 
239 
248 
Besonderheiten 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PCR-Bedingungen 
(Annealing-Temp./ 
Zyklenzahl) 
63°C / 35 Zyklen 
63°C / 35 Zyklen 
60°C / 35 Zyklen 
60°C / 35 Zyklen 
63°C / 35 Zyklen 
60°C / 35 Zyklen 
60°C / 35 Zyklen 
60°C / 35 Zyklen 
60°C / 35 Zyklen 
60°C / 35 Zyklen 
62°C / 35 Zyklen 
68°C / 35 Zyklen 
Sequenz (5´-3´) 
gag gcc gtg tga aat gac tta ctg 
gtt gcc tac cag aac cag aag aaa g 
gaa ctg ctc ttg act tct gtc ccg 
cca ggt gtc aaa aag tat ttg aaa g 
tct gag gac tta cac caa gtt ttc 
aat tac ttc tgg tgc caa taa acc 
tca gaa gaa gct tgg ggt gtt caa 
gca aac aag act tga aga gag aat 
tgt gca cga aca att ctt aag atc 
tgg cca ttt ttt gct tgc taa tac 
cgt tac ttg gat ttt act gcg gac 
ttg gag atc cga gag aaa aca gcc 
ata aag ttg acg agt aat cac agc 
ggg gct gat gaa aga tga gaa ata 
gta gct gtt ttt tgt ttg tca tcc 
caa aca ggg aaa tag atg tct gac 
aac cac aaa gat tct gag ttt ggg 
ttt gcc tac tct aga cat cag atc g 
tgt ttt ctt ctc gat gac ttt gag 
cac agt gtt ttt cat gta ata tgt gc 
gca cac ata gga aaa ggc att tcc 
atg gtg atg ggt cag ttg aaa gcc 
aag gag ccc cat tgt cct gtc gcc 
ggg gga gaa gga gct gta agg cag 
Primer- 
9s 
9as 
10s 
10as 
11s 
11as 
12s 
12as 
13.1s 
13.1as 
13.2s 
13.2as 
14s 
14as 
15s 
15as 
16s 
16as 
17s 
17as 
18s 
18as 
19s 
19as 
EXON 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
V
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Exon- 
länge 
(bp) 
89 
157 
98 
123 
112 
100 
106 
143 
85 
95 
 
Fragment-
länge  
(bp) 
242 
243 
216 
239 
242 
240 
236 
250 
240 
238 
300 
301 
Besonderheiten 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PCR-Bedingungen 
(Annealing-Temp./ 
Zyklenzahl) 
63°C / 35 Zyklen 
63°C / 35 Zyklen 
60°C / 40 Zyklen 
58°C / 35 Zyklen 
58°C / 35 Zyklen 
53°C / 40 Zyklen 
55°C / 40 Zyklen 
53°C / 40 Zyklen 
60°C / 40 Zyklen 
58°C / 35 Zyklen 
53°C / 40 Zyklen 
53°C / 40 Zyklen 
Sequenz (5´-3´) 
ggc aaa tgg ctg act ggc ttg gtg 
caa cac aat aca ggt ttc tct tgc 
tgt gct gga gct cct ttt cac ctg 
ata tct cag cgc gta gga cag gaa 
gat ttg gtg gga taa caa gag cca  
tta tag caa agg tgt gtg tcc agc 
gga aat tag ttg gtt agg tta agg 
gtc tgt ggt tta aaa gtg ata gga 
ctt tgt ttt cat gcc ctt ctg ctc 
ggc tgt cta acc aaa gga cat tca 
ctt ggt ctt ttg tac cct taa gcc 
cca taa aac atc ccc tct cag gaa 
ccc ttt gta gta cgt aag gca atg c 
tgc ccc cct gac gta cat tca aag 
att gtt gaa gtc aga att ggt gca 
cct tct ttt ttt tgt tgg aaa att c 
ctt agc tgg gat atg gtg cct gtg 
gtt tgg aag gga tct gaa gaa ggg 
ccc agg atc atc cct cag gct cag 
ttc ccc cag cat ctc ccc tcg tac 
gac cca ctc aga aag agt ag 
cgt gtc aaa ctc tag atg gg 
act aca act cgg tgg tcc tg 
ggg ttt agg aag gat ttc tc 
Primer- 
20s 
20as 
21s 
21as 
22s 
22as 
23s 
23as 
24s 
24as 
25s 
25as 
26s 
26as 
27s 
27as 
28s 
28as 
29s 
29as 
30.1s 
30.1as 
30.2s 
30.2as 
EXON 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
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